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RESUMEN 
 
El 1,1,1-tricloro-2,2’bis(p-clorofenil)etano (DDT) ha sido usado desde la segunda guerra 
mundial para controlar enfermedades transmitidas por insectos en humanos y animales 
domésticos. El uso de estos insecticidas organoclorados se ha prohibido en la mayoría de 
los países debido a su persistencia en el ambiente, susceptibilidad de biomagnificación y 
potencial toxicidad a animales superiores. 
La biorremediación involucra el uso de microorganismos para degradar contaminantes 
orgánicos presentes  en el ambiente, transformándolos en compuestos más simples y de 
menor peligrosidad, inclusive inocuos. Esta estrategia de descontaminación tiene bajos 
costos, una amplia aceptación pública y puede llevarse a cabo en el sitio. Comparado con 
otros métodos, la biorremediación es una forma más promisoria y menos costosa de 
eliminar los contaminantes presentes en suelos y agua. 
En suelo, los compuestos bifenilos clorados como el DDT pueden ser parcialmente 
biodegradados por un grupo de bacterias aerobias que cometabolizan el contaminante. La 
biodisponibilidad de los contaminantes puede ser mejorada, tratando los suelos en presencia 
de agentes movilizadores del contaminante como los surfactantes. 
En este estudio se evaluó la biorremediación de un suelo con amplio historial de 
contaminación con DDT mediante estrategias de bioestímulo y adición de surfactante. Se 
monitoreó la concentración de DDT y  sus metabolitos de decloración reductiva, DDD y 
DDE por cromatografía de gases durante el proceso de remediación. Se realizó la 
caracterización fisicoquímica del suelo tratado, antes y después del proceso de 
biorremediación para conocer el impacto de los tratamientos en las características del suelo. 
La identificación bioquímica y molecular de las bacterias predominantes durante el proceso 
de remediación también fue desarrollada. Para comprobar la eficiencia de la detoxificación 
del tratamiento se evaluó la toxicidad del suelo antes y después de la aplicación de los 
protocolos de remediación.  
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La concentración de DDT se redujo en 79% con respecto a la concentración inicial del 
suelo mediante el tratamiento de adición de surfactante luego de 8 semanas de tratamiento, 
con el tratamiento por bioestímulo la concentración de DDT se redujo en 94.3%, siendo 
más efectivo el tratamiento por bioestímulo. De igual manera las concentraciones de los 
metabolitos DDE y DDD fueron reducidas en 97.59% y 99.65% respectivamente. 
En cuanto al aislamiento de bacterias se identificaron cepas de Bacillus thuringiensis, 
Flavobacterium sp., Cuprivadius, Variovorax soli, Phenylobacterium sp., Lysobacter sp. 
entre otras. Algunas de estas cepas como Cupriavidus sp. y Phenylobacterium sp. han sido 
identificadas en previas investigaciones como degradadoras de pesticidas y compuestos 
organoclorados. El análisis con microscopia electrónica de barrido (SEM) permitió 
visualizar la colonización microbiana sobre las partículas de suelo. Se realizó análisis de 
espectroscopia de energía dispersiva (EDS) que permitió analizar la diferencia en 
concentraciones de metales presentes en el suelo, tales como sodio, magnesio, aluminio, 
silicio entre otros, y el impacto en las concentraciones de estos luego de cada tratamiento. 
La prueba de toxicidad aplicada al suelo con el uso del organismo Vibrio fischeri antes y 
después de la aplicación de los protocolos de remediación permitió evidenciar la 
disminución del potencial tóxico del suelo, aumentando su relación concentración efecto 
CE50 en 26.9% para el tratamiento por adición de surfactante y 27.2% por bioestímulo en 
comparación con el valor obtenido de 0.4% al inicio del tratamiento y 2.5% obtenido 
mediante atenuación natural, luego de ocho semanas de tratamiento.  
Es de notar que en la revisión bibliográfica no se encontró ningún trabajo de 
biorremediación de suelo contaminado con DDT en Colombia. Por tanto, para las 
condiciones ambientales utilizadas, la aplicación de las estrategias de remediación fue 
efectiva en la remoción del contaminante y sus metabolitos, siendo más efectiva la 
estrategia por bioestímulo.  
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1. INTRODUCCIÓN 
 
Motivos tales como el costo y la acción residual, lograron que el DDT se mantuviese por 
muchos años como el insecticida predilecto en la lucha antimalárica. Aunque hechos tales 
como intoxicaciones de rociadores y rociados, contaminación del ambiente y productos 
alimenticios, casos de mutagenicidad y capacidad para inducir cáncer, alteraciones del 
sistema inmunológico y trastornos hematológicos, han sido la causa para que grandes 
organizaciones ataquen el uso masivo de los insecticidas en la agricultura y la salud 
pública. En 1971, la OMS desaprobó el uso del  DDT al aire libre, aunque recomendó su 
aplicación en rociamientos intradomiciliarios, sin embargo en muchos países han 
restringido o prohibido su uso [1]. 
La problemática colombiana relacionada con los sitios contaminados con DDT y sus 
metabolitos está muy ligada al uso de plaguicidas en la agricultura, por ello se han 
abandonado y enterrado grandes cantidades de plaguicidas, debido a la prohibición del uso 
de algunos plaguicidas organoclorados [2]. En Colombia se han encontrado existencias 
almacenadas de DDT hasta el año 2006 de 160732 kg de DDT en las ciudades de Bogotá, 
Cartagena, Honda y Puerto Inírida, en su mayoría propiedad del Ministerio de la Protección 
Social, debido a su uso para el control de la malaria. Se estima un total de 5000 m
3
 de suelo 
contaminado en Colombia con DDT [3]. 
En la actualidad, existe el desafío en el campo de la degradación biológica de DDT en 
Colombia,  el cual constituye una clara amenaza a la salud humana y ecológica. En países 
latinoamericanos es especialmente importante que se realice investigación sobre 
biorremediación de contaminantes, ya que permite utilizar la gran biodiversidad  
microbiana de sus suelos como herramienta para mejorar ambientes dañados y preservar la 
salud de los ecosistemas, desde el nivel molecular hasta aplicaciones a gran escala en 
suelos contaminados. 
El DDT en el ambiente presenta un largo período de vida medio, incluso una vez asimilado 
por los organismos el DDT y sus metabolitos permanecen en el cuerpo y son transferidos a 
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sus predadores cuando se alimentan de él. La concentración de estos se incrementa a 
medida que se recorre la cadena alimenticia [4] y se transportan por los vientos a través de 
la atmósfera, lo cual ha llevado a niveles de contaminación elevados de pesticidas 
persistentes en las regiones polares [5]. Las exposiciones a pequeñas cantidades de DDT 
durante un tiempo prolongado pueden dar lugar a acumulaciones mayores de la sustancia 
en el tejido adiposo. La dieta ha sido la mayor forma de exposición de la población general 
a este tipo de contaminantes, no obstante, pueden presentarse otras vías de exposición en el 
aire y en el agua [6]. 
El DDT es un compuesto orgánico clorado que es altamente resistente a la degradación por 
medios biológicos, químicos o fotolíticos, dado que su estructura molecular contiene 
estructuras aromáticas y alifáticas cloradas que generan gran estabilidad química, debido a 
esto el DDT es tóxico, persistente y contaminante [7]. La biorremediación involucra el uso 
de microorganismos para degradar los contaminantes y por ende detoxificar los ambientes. 
La efectividad de esta tecnología se puede evaluar mediante la desaparición del 
contaminante, sin embargo este enfoque no es completo porque no se considera que los 
productos finales o intermediarios producidos durante la reacción de degradación puedan 
ser tóxicos [8]. 
En suelos, los compuestos bifenilos clorados como el DDT pueden ser biodegradados por 
un grupo de bacterias aerobias que cometabolizan el contaminante, y otro grupo que 
mineralizan el ácido clorobenzoico. La biodisponibilidad de los contaminantes  puede ser 
mejorada, tratando los suelos en presencia de agentes movilizadores del contaminante como 
los surfactantes [9]. Ciertos microorganismos debido a su capacidad metabólica poseen un 
gran potencial de biodegradación, reduciendo la concentración de los xenobióticos [10]. 
Bacterias y hongos como Eubacterium limosum, Alcaligenes eutrophus, Boletus edulis, 
Fusarium solani y Phanerochaete chrysosporium pueden degradar DDT en cultivos puros 
y suelos naturales [11]. La degradación microbiana de pesticidas organoclorados se ha 
observado bajo condiciones aerobias y anaerobias, por ejemplo para la degradación aerobia 
de DDT se han reportado bacterias tales como Alcaligenes eutrophus A5, Serratia 
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Marcescens DT-1P, Micrococcus varians, Lactobacillus plantarum, y Pseudomonas sp. Se 
ha demostrado que la degradación aerobia de DDT por Alcaligenes eutrophus A5 y 
Pseudomonas sp ocurre mediante escisión del anillo en posición meta produciendo ácido 
clorobenzoico [12]. Bajo condiciones anaerobias, el DDT se convierte en 
diclorodifenildicloroetano (DDD) mediante una reacción de decloración reductiva. El 
hongo Phanerochaete chrysosporium fue reportado con capacidad de mineralizar DDT 
[13]. Se ha reportado también degradación de DDT por Staphylococcus haemolyticus en 
porcentajes de hasta 32% [14]. Existes registros de reacciones de decloración reductiva en 
sedimentos de ríos con altas cargas de materia orgánica, esto debido a la alta disponibilidad 
de carbono orgánico como sustrato para organismos heterotróficos [15]. El proceso de 
decloración resulta en la acumulación de compuestos sustituidos en las posiciones orto y 
para que contienen menos átomos de cloro [8]. 
 Las bacterias anaerobias pueden declorar compuestos más fácilmente que las bacterias 
aerobias, lo cual representa una gran ventaja ya que con este proceso no se requiere la 
adición de oxígeno y hay menor oportunidad de generar compuestos de hierro como 
precipitados que pueden contaminar los acuíferos [16].  En suelos se ha empleado para los 
reactores aerobios sustratos de bagazo de caña de azúcar, sacarosa, urea, fosfato de potasio 
y una solución de sales minerales simulando la composición del compost como nutrientes 
para el cometabolismo de DDT  [7]. Los problemas de persistencia del DDT se han resuelto 
en muchos casos, debido a que estos compuestos son sensibles metabólicamente a la 
oxidasa y a su acción piretroide esterasa. Esto ha facilitado realizar hallazgos de 
biodegradabilidad de los pesticidas en insectos y mamíferos in vivo e in vitro.  
Este trabajó se realizó para aplicar estrategias de biorremediación de bioestímulo y adición 
de surfactante para tratar un suelo con amplio historial de contaminación con DDT. Se 
utilizaron microcosmos con 2 kg de suelo para realizar los tratamientos. En el protocolo de 
bioestímulo se adicionaron fosfato de potasio y urea como fuentes de fósforo y nitrógeno 
respectivamente, en dosis calculadas mediante relaciones estequiométricas establecidas por 
el método Mc Carthy entre la concentración de DDT presente en suelo y la cantidad de 
nitrógeno y fósforo requeridos para producir biomasa. Para evaluar el impacto en la 
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eficiencia de remoción de DDT en suelo de la adición de surfactante, se adicionó Tween 80 
al inicio del tratamiento, esto con el objetivo de incrementar la biodisponibilidad del 
contaminante, considerando que este es altamente lipofílico y se adsorbe en las partículas 
de suelo.  
El estudio fue llevado a cabo durante ocho semanas, en las cuales se cuantificó 
semanalmente las concentraciones de DDT y sus principales metabolitos de decloración 
reductiva, DDE y DDD. Se realizó además la caracterización fisicoquímica al inicio del 
tratamiento donde se determinaron parámetros de interés para la biorremediación como 
textura, contenido de fósforo, nitrógeno, materia orgánica pH, entre otros. Inicialmente se 
hizo también un análisis de diversidad de los microorganismos presentes en el suelo 
mediante curva de rarefacción y cálculo de Índice de Shannon.  
Durante el tiempo de tratamiento se realizó el conteo de microorganismos heterótrofos 
semanalmente, a partir de las colonias obtenidas luego de la inoculación del suelo en agar 
sólido se realizó identificación bioquímica y molecular mediante secuenciación de 
fragmentos de la subunidad 16S ADNr para identificar que microorganismos predominaron 
durante el proceso de remediación. Para evaluar la degradación del contaminante por 
atenuación natural o por factores abióticos se dispuso de dos series de control, la primera 
consistió en suelo contaminado bajo las mismas condiciones ambientales  y a la cual no se 
realizó ningún tratamiento. La segunda serie de control consistió en suelo contaminado al 
cual se adicionó solución de azida de sodio para inhibir la actividad microbiana y verificar 
eliminación de DDT por volatilización y otros procesos abióticos.  
Al finalizar los tratamientos se realizó una nueva caracterización fisicoquímica del suelo 
para analizar el impacto de los tratamientos en las propiedades del mismo. Además se hizo 
análisis mediante microscopía electrónica de barrido (SEM) para observar la colonización 
bacteriana en el suelo, antes y después de la aplicación de protocolos de remediación. Para 
verificar la disminución de la toxicidad del suelo se efectuaron pruebas con 
microorganismos con habilidad de producir bioluminiscencia como biosensores, esta 
prueba fue aplicada al suelo antes y después de la aplicación de protocolos de remediación. 
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La concentración de DDT remanente se redujo en 79% con respecto a la concentración 
inicial de DDT en suelo mediante el tratamiento de adición de surfactante luego de 8 
semanas de tratamiento, con el tratamiento de bioestímulo (adición de nitrógeno y fósforo) 
la concentración de DDT remanente en el suelo se redujo en 94.3%. En el control por 
atenuación natural se disminuyó la concentración de DDT en 4.28%, lo cual verifica el 
notable impacto de los tratamientos en la disminución de la concentración de DDT, siendo 
más efectivo el tratamiento por bioestímulo. La reducción más significativa de la 
concentración de DDT se dio luego de tres semanas de tratamiento. De igual manera las 
concentraciones de los metabolitos DDE y DDD fueron reducidas en 97.59% y 99.65% 
respectivamente. 
En cuanto al aislamiento de bacterias se identificaron mediante análisis de fragmentos de 
subunidad 16S ADNr, Bacillus thuringiensis, Flavobacterium sp., Cuprivadius, Variovorax 
soli, Phenylobacterium sp., Lysobacter sp. entre otras. Algunas de estas cepas como 
Cupriavidus sp. y Phenylobacterium sp. han sido identificadas en previas investigaciones 
como degradadoras de pesticidas y compuestos organoclorados. El análisis con microscopia 
electrónica de barrido (SEM) permitió visualizar la colonización microbiana sobre las 
partículas de suelo, principalmente para el tratamiento por bioestímulo. De igual manera el 
análisis de espectroscopia de energía dispersiva (EDS) permitió analizar la diferencia en 
concentraciones de metales presentes en el suelo, tales como sodio, magnesio, aluminio, 
silicio entre otros, y el impacto en las concentraciones de estos luego de cada tratamiento. 
Esta diferencia en concentraciones de minerales sugiere presencia de diferentes tipos de 
bacterias que requieren estos metales como nutrientes en su proceso metabólico.  
La prueba de toxicidad aplicada al suelo con el organismo Vibrio fischeri permitió 
evidenciar la disminución del potencial tóxico del suelo, aumentando su relación 
concentración efecto CE50 en 26.9% para el tratamiento por adición de surfactante y 27.2% 
por bioestímulo en comparación con el valor obtenido de 0.4% al inicio del tratamiento y 
2.5% obtenido mediante atenuación natural, luego de ocho semanas de tratamiento.  
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Este documento presenta en su segunda sección el marco teórico producto de la revisión 
bibliográfica para llevar a cabo la investigación. En la tercera sección se exponen los 
objetivos generales y específicos que se establecieron para la ejecución de esta 
investigación. En la cuarta sección se describe la metodología, equipos y reactivos 
utilizados para la aplicación de los tratamientos, desarrollo de la caracterización 
fisicoquímica y microbiológica del suelo, además del método de extracción y cuantificación 
utilizado para DDT y sus metabolitos, pruebas bioquímicas y de toxicidad utilizadas. En la 
quinta sección se presentan los resultados de la caracterización fisicoquímica y 
microbiológica del suelo, además de la información de control analítico del método de 
cuantificación de DDT y metabolitos. Se muestra además los resultados de los 
experimentos de degradación, análisis estadísticos realizados para verificar la significancia 
de estos datos, además de los resultados de la identificación bioquímica y molecular de las 
bacterias, y de la prueba de toxicidad efectuada. La sexta sección expone una discusión de 
los resultados obtenidos y la séptima las conclusiones de la investigación. Como soporte se 
presentan anexos de los análisis estadísticos realizados, secuencias FASTA obtenidas de los 
fragmentos 16S ADNr de las bacterias y fotografías del sitio de muestreo. 
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2. MARCO TEÓRICO 
 
Como sistema abierto, el suelo está sujeto a adición o remoción de compuestos 
antropogénicos y naturales entre ellos los pesticidas, que son un grupo de compuestos 
estudiados ampliamente dados sus efectos secundarios en la microflora del suelo [17]. Los 
pesticidas son compuestos orgánicos utilizados en la agricultura y en la protección de los 
ambientes con el fin de interrumpir el crecimiento de organismos como insectos o hierbas 
denominados plagas. Niveles elevados de pesticidas en ambientes acuáticos o terrestres 
pueden causar numerosos problemas al ambiente, vida silvestre y  salud humana  [18].  
El 1,1,1-tricloro-2,2’bis(p-clorofenil)etano (DDT) ha sido usado desde la segunda guerra 
mundial [19]. Es un compuesto químico sintético utilizado para controlar enfermedades en 
humanos y animales domésticos transmitidas por insectos, pero que  ha sido suspendido en 
la mayoría de los países debido a su persistencia en el ambiente, susceptibilidad de 
biomagnificación y potencial toxicidad a animales superiores [20]. 
Se ha demostrado el impacto adverso del DDT sobre la vida silvestre al poseer propiedades 
de persistencia, bioacumulación y movilización de largo alcance en el ambiente [21]. Si se 
consideran estos efectos negativos, se hace necesario el desarrollo de métodos efectivos de 
remediación, donde las tecnologías biológicas ofrecen como ventaja la destrucción parcial o 
completa de los contaminantes [8].  
  
2.1 DDT y su impacto en el ambiente 
Insecticidas persistentes como el DDT tienen la habilidad de incorporarse en los ciclos 
biológicos y concentrarse en organismos macroscópicos a lo largo de la cadena alimenticia, 
e incluso se ha demostrado su capacidad de almacenarse en células muertas de 
microorganismos y presentar resistencia a la lixiviación en el suelo [22], [23]. 
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El tiempo de vida medio biológico del DDT es de 8 años aproximadamente, es decir un 
animal toma este tiempo en metabolizar la mitad de la cantidad de DDT que asimila, si la 
ingestión continua en una velocidad estable el DDT se acumula en el animal con el tiempo 
[24].  Compuestos químicos altamente lipofílicos, como el DDT, se almacenan fácilmente 
en las células del tejido graso del cuerpo humano y en menor medida son metabolizados y 
excretados. Cuando se agotan las acumulaciones de tejido graso en los organismos, los 
compuestos químicos almacenados se redistribuyen en el organismo [25]. 
A causa de la persistencia del DDT, la agencia de protección ambiental de Estados Unidos  
(EPA) ha clasificado el DDT y sus metabolitos, DDD (1,1-dicloro-2,2-bis (4-clorofenil) 
etano) y DDE (1,1-dicloro-2,2-bis (4-clorofenil) etileno) como contaminantes prioritarios, 
los cuales con algunos microorganismos y en ciertas condiciones, se han podido 
mineralizar, que en el caso del DDT se alcanzado hasta un 70%. En el caso del arroz se ha 
demostrado que este acumula mayor cantidad del metabolito DDD en comparación con el 
DDE, la contaminación ocasionada por este metabolito es mucho más severa, ya que 
poseen la habilidad de entrar en las plantas y desplazarse hacia partes comestibles [26]. Se 
ha demostrado que la formación del metabolito DDE es directamente proporcional al pH 
del suelo, cuyo metabolito es aún más persistente y tóxico que el DDT [27]. 
2.1.1 Persistencia 
La persistencia de los hidrocarburos clorados en el ambiente depende principalmente de sus 
características físicas y químicas. Si la estructura es más compleja, halogenada e 
hidrofóbica, los hidrocarburos tienden a acumularse en el material particulado del suelo 
[28]. Los hidrocarburos clorados son un grupo numeroso de compuestos, dentro de los 
cuales existen unos más persistentes que otros, por ejemplo, los altamente clorados puede 
ser degradados más fácilmente en condiciones anaerobias, mientras que aquellos menos 
clorados son biodegradables en condiciones aerobias, de igual manera, la disposición de los 
átomos de cloro en la molécula también tiene influencia sobre la biodegradabilidad del 
compuesto [29]. 
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Existen un amplio rango de factores que  reducen la habilidad de los microorganismos del 
suelo para degradar naturalmente los contaminantes, dentro de ellos se incluye la cantidad 
de nutrientes, pH, temperatura, humedad, oxígeno, características del suelo y la 
biodisponibilidad del contaminante, por tanto, la optimización de estas condiciones 
ambientales mejoran la biodegradación de los contaminantes en el suelo. La 
biodisponibilidad y el potencial tóxico de los contaminantes varían también en relación con 
la fuente y calidad de la materia orgánica [30]. 
Otro mecanismo importante de persistencia de los pesticidas en el ambiente es aquel dado 
en las plantas, provistas de cera epicuticular que tiene la capacidad de absorber compuestos 
hidrofóbicos tales como contaminantes orgánicos persistentes del aire circundante. Algunos 
estudios permiten establecer posibles alteraciones en la estructura de la cutícula y la capa de 
cera ante elevados niveles de contaminantes orgánicos volátiles [31]. 
Alexander y Pfaender han demostrado que el DDT persiste debido a que las células que 
pueden cometabolizar este compuesto, aunque numerosas, no manifiestan una elevada 
actividad [32].  
2.1.2 Toxicidad del DDT y sus residuos en el ambiente 
El DDT es útil para el control de los insectos, actuando principalmente como neurotóxico 
con efectos directos en el canal de sodio activado por voltaje. Esta es una proteína 
transmembranal de la célula que permite el paso de iones de sodio a través de la misma. En 
las neuronas los canales de sodio son responsables de la fase ascendente del potencial de 
acción que es útil en los organismos para llevar información entre tejidos, lo que los 
convierte en una característica microscópica esencial para la vida [33]. El DDT prolonga la 
corriente de inactivación de los canales de sodio, por tanto bloquea directamente los 
potenciales de acción mediante inhibición de los canales de sodio. Los pesticidas tienen 
también un modo de acción sistémico que interfiere con el metabolismo de los patógenos 
mediante la inhibición de la biosíntesis de esteroles [34]. 
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La exposición indirecta al DDT puede modificar la expresión de genes significativamente 
ante la presencia de compuestos orgánicos clorados, desencadenando alteraciones en el 
comportamiento celular relevantes para carcinogénesis y otros efectos adversos [25]. Por 
ejemplo, estudios han demostrado que la proteína AP-1 que actúa como factor de 
transcripción  regula la expresión de un gen que se ha asociado con el origen de tumores. 
Realizando ensayos con células epiteliales de ratas transfectadas con DNA de unión a AP-1 
y un gen reportero de luciferasa, se encontró que los aromáticos clorados incrementaron la 
inducción de la transcripción de AP-1 en dos y tres veces, mientras que los compuestos 
declorados equivalentes en concentración molar no tuvieron efecto en la transcripción 
mediada por AP-1 [8].  
En bioensayos realizados por el Instituto Nacional de Cáncer estadounidense para evaluar 
la posible carcinogenicidad de DDT se encontraron asociaciones positivas entre el aumento 
de la concentración del químico y la mortalidad acelerada en hembras de ratón a las cuales 
se había dosificado DDT y en ambos sexos de ratones contaminados con DDE. Se presentó 
una asociación positiva entre la concentración de DDE suministrada a los ratones y la 
incidencia de carcinomas hepatocelulares. Se ha encontrado también asociaciones entre 
mayor incidencia de diabetes con compuestos organoclorados en suero sanguíneo, 
alteraciones en el sistema inmunológico en humanos y animales [8]. 
Como resultado de estas investigaciones, la Agencia para Sustancias Tóxicas y Registro de 
Enfermedades ha establecido un nivel mínimo de riesgo agudo de duración por vía oral 
para el DDT de 0.0005 mg/kg/día basado en efectos de desarrollo perinatal del sistema 
nervioso en ratones neonatos, con comportamiento neurotóxico manifestado en animales 
adultos. La Agencia de Protección Ambiental  de Estados Unidos estableció una dosis de 
referencia oral de 0.0005 mg/kg/día basado en lesiones en el hígado de ratas. La 
Organización  Mundial de la Salud estableció un nivel máximo en agua potable de DDT y 
metabolitos de 2 µg/l. En Estados Unidos la Oficina de Seguridad y Salud Ocupacional 
estableció un límite máximo de DDT en aire de 1 mg/m
3
 [35] 
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2.2 DDT en el suelo 
La contaminación a largo plazo por DDT ejerce una influencia negativa en las propiedades 
biológicas del suelo, por ejemplo, una disminución en las poblaciones de diferente 
microflora, su biomasa y actividad enzimática, lo cual puede desencadenar en pérdida de la 
fertilidad del suelo [36].  
Desde una perspectiva toxicológica, la unión entre xenobióticos y humus lleva a una 
disminución del material disponible para interactuar con la biota, reduce la toxicidad e 
inmoviliza el compuesto, reduciendo como consecuencia sus propiedades de transporte e 
incrementando la asimilación por las plantas [37]. Pareek y Gaur demostraron que 
incrementos en la concentración de DDT inhiben el proceso de nodulación en plantas de 
guisantes, frijol, zanahoria y tomate, con la consecuente disminución de su rendimiento de 
producción, de igual manera la asimilación de nitrógeno por estas plantas también 
disminuye [38].  
Otros estudios realizados han demostrado la aplicación del principio de Hueppe's en lo 
referente a pesticidas en suelo [39]: "Cada sustancia en una concentración que puede matar 
protoplasma, inhibirá el desarrollo en cantidades menores y en una dilución aun mayor 
podrá actuar como estimulante", por tanto esto y la producción de enzimas adaptativas debe 
ser tenido en cuenta para evaluar el potencial de degradación de pesticidas organoclorados 
por los microorganismos. 
2.2.1 Destino del DDT en suelo 
La velocidad de dispersión de los compuestos orgánicos en el suelo depende de diferentes 
procesos tales como degradación química y biológica, escorrentía, volatilización y 
lixiviación, los cuales dependen a su vez de la región climática, propiedades del suelo y 
propiedades fisicoquímicas de las moléculas [40]. Los contaminantes pueden movilizarse 
también por cambios en parámetros geoquímicos, difusión en cuerpos de agua a causa de 
gradientes de concentración, oxidación de sedimentos anóxicos a través de resuspensión 
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causada por el flujo, al igual que por procesos de degradación que conduzcan a una forma 
más móvil de los compuestos [28]. 
En condiciones de campo, el mayor escurrimiento de los pesticidas está relacionado con la 
primera lluvia luego de la aplicación. Algunos experimentos han demostrado que 25 mm de 
lluvia puede lavar el 67% del componente activo, generando la necesidad de nuevas 
aplicaciones. Además, el análisis de contaminación por pesticidas en agua lluvia muestra 
variaciones estacionales que reflejan las condiciones climáticas de los periodos de 
aplicación [34]. 
Factores como la porosidad hidrofóbica, actividad microbiana, humedad y agregación del 
suelo, coexistencia de metales afectan la transferencia de masa de contaminantes orgánicos 
hidrofóbicos como el DDT en suelo. Inicialmente la transferencia de masa en el suelo se da 
por procesos físicos, y luego de aproximadamente treinta días, se inicia la actividad 
microbiana [41]. 
2.2.2 Factores que afectan la degradación de DDT en suelo 
Son varios los obstáculos para llevar a cabo la eliminación de ciertos compuestos como los 
pesticidas, presentando un desafío para la biorremediación, ya que se deben identificar los 
factores que evitan que las bacterias degraden completamente los compuestos. Por ejemplo, 
uno de los principales inconvenientes de las rutas de degradación es que los metabolitos de 
compuestos orgánicos con átomos de cloro en una configuración particular (orto o meta) 
tienen tendencia a bloquear pasos críticos de degradación, inhibiendo enzimas 
oxigenadoras que catalizan el paso critico de escisión del anillo [29]. 
La biorremediación puede dirigirse a ambientes multifásicos y heterogéneos tales como 
suelos en los cuales el contaminante esté presente en asociación con las partículas de suelo, 
disuelto en los líquidos del suelo y en la atmósfera del suelo [42].  
Los parámetros más importantes para la biorremediación son la naturaleza de los 
contaminantes, la estructura del suelo, pH, contenido de humedad e hidrogeología, el estado 
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nutricional y diversidad microbiana del sitio, temperatura y potencial redox [43]. Las 
heterogeneidades físicas y químicas de la subsuperficie afectan la biorremediación in situ 
ya que controlan la disponibilidad de nutrientes y sustratos que regulan los procesos 
microbianos. Si la cinética de estos procesos fisicoquímicos de transferencia de masa es 
más lenta que la velocidad potencial de la biodegradación, se afectará la tasa global de 
biorremediación y el sistema estará limitado por la transferencia de masa. Por esta razón, la 
evaluación de la viabilidad de un proyecto de biorremediación in situ está dominada por la 
necesidad de identificar y estimar correctamente el fenómeno controlante de velocidad 
apropiado [44]. 
Las principales variables que afectan la actividad de las bacterias y por ende la 
biorremediación se muestran en la tabla 1. 
Tabla 1. Principales factores que afectan la biorremediación [42] 
Principales factores que afectan la biorremediación 
Microbianos 
 Crecimiento hasta que se alcanza la biomasa crítica 
 Mutación y transferencia horizontal de genes 
 Inducción de enzimas 
 Enriquecimiento de las poblaciones microbianas 
capaces de hacer biorremediación 
 Producción de metabolitos tóxicos 
Ambientales 
 Agotamiento preferencial de sustratos 
 Falta de nutrientes 
 Condiciones ambientales inhibitorias 
Sustrato 
 Concentración muy baja de contaminantes 
 Estructura química de contaminantes 
 Toxicidad de contaminantes 
 Solubilidad de contaminantes 
Procesos biológicos aerobios 
vs anaerobios 
 Potencial oxidación/reducción 
 Disponibilidad de aceptores de electrones 
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 Población microbiana presente en el sitio 
Sustrato de crecimiento vs 
cometabolismo 
 Tipo de contaminantes 
 Concentración  
Fuente alternativa de carbono presente 
 Interacciones microbianas (competición, sucesión y 
predación) 
Biodisponibilidad 
fisicoquímica de 
contaminantes 
 Sorción en equilibrio 
 Sorción irreversible 
 Incorporación en materia húmica 
Limitaciones de 
transferencia de masa 
 Difusión de oxígeno y solubilidad 
 Difusión de nutrientes 
 Solubilidad/miscibilidad en agua 
 
Estudios previos concluyeron que la evaluación de la viabilidad de un proyecto de 
biorremediación in situ depende de la identificación correcta de los fenómenos  que 
controlan la velocidad del proceso, y de esta manera seleccionar el enfoque remedial 
apropiado para mejorar la velocidad de biorremediación [44] 
2.2.3 Efectos del DDT en los microorganismos del suelo 
Los efectos de estos compuestos químicos en los microorganismos dependen de su 
toxicidad inherente, además de factores externos como la temperatura, humedad, estado de 
los nutrientes e interacciones entre los compuestos antropogénicos y diferentes 
componentes del suelo [17]. Los insecticidas organoclorados tiene efectos ecológicos 
importantes, entre ellos, la interacción con los microorganismos ya que afecta los ciclos 
biogeoquímicos, los procesos de descomposición, transferencia de energía a través de 
niveles tróficos y las interacciones microorganismo-microorganismo, microorganismo-
planta y microorganismo-animal [20]. La presencia de pesticidas organoclorados también 
puede inhibir el crecimiento de colonias bacterianas en suelo al igual que en medios de 
cultivo [45]. 
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2.3 Microorganismos degradadores de DDT 
Los microorganismos que habitan en ambientes contaminados con compuestos 
xenobióticos evolucionan hasta alcanzar la capacidad de degradarlos aunque las rutas de 
degradación sean limitadas por la baja velocidad relativa. Para mejorar la actividad 
catalítica y la especificidad de las enzimas  de los microorganismos por ciertos sustratos, se 
han aplicado técnicas de ingeniería genética tales como mutagénesis sitio dirigida o error-
prone PCR [46].  
En algunos casos, los metabolitos producidos a partir de reacciones de degradación de un 
contaminante son aún tóxicos o resistentes a la degradación. Un posible enfoque para 
mejorar estos procesos de degradación es el aprovechamiento de consorcios de 
microorganismos que siguen las rutas de degradación requeridas [46].  
La comprensión de la fisiología y genética de las poblaciones involucradas en los procesos 
de biorremediación es útil para evaluar y mejorar la descontaminación [47] aunque el 
conocimiento de los cambios en las comunidades microbianas durante la biorremediación 
es poco, debido a que muchas de las bacterias ambientales no pueden todavía ser cultivadas 
por técnicas convencionales de laboratorio [48], aunque el avance en los métodos de 
biología molecular ha facilitado el estudio de las estructuras de comunidades microbianas. 
Investigadores han clonado genes del catabolismo de bifenil policlorados del ADN 
cromosómico de Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707 [49], al igual que la secuencia de 
nucleótidos de una región que codifica para la enzima bifenil dioxigenasa de la cepa LB400 
especie Pseudomonas fue determinada [50] el cual es un organismo potencialmente valioso 
para la biorremediación.  
Los recientes desarrollos en técnicas de biología molecular permiten monitorear e 
identificar bacterias y genes catabólicos involucrados en la degradación de compuestos 
xenobióticos, como PCR cuantitativa en tiempo real, PCR transcripción reversa, 
hibridación southern blot, PCR de rango largo. Estas técnicas dan una imagen de los 
microorganismos relevantes catabólicamente y los genes funcionales presentes en un 
sistema contaminado [51]. 
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Técnicas de biología molecular tales como hibridación in situ fluorescente (FISH) con 
sondas de oligonucleótidos de RNA ribosomal son ampliamente utilizadas en estudios de 
ecología microbiana. Otra técnica utilizada es la PCR in situ en la cual se detectan y 
amplifican genes diana dentro de células bacterianas individuales, de esta manera se puede 
investigar como la expresión de un gen en las células bacterianas responde a las 
condiciones ambientales. La electroforesis en gel DGGE o la amplificación en PCR de 
fragmentos de ADN ribosomal 16S se utilizan como herramientas para determinar 
diferencias temporales o espaciales en poblaciones bacterianas y para monitorear cambios 
en la diversidad [48].  
De otra manera, las técnicas de biología molecular permiten  evaluar la expresión de genes 
involucrados en la biorremediación mediante cuantificación de niveles de mRNA, estos 
pueden proveer más información que los análisis de secuencias 16S, ya que debe haber una 
correlación positiva entre abundancia relativa de estos genes y el potencial de degradación 
del contaminante [52]. Se ha aplicado también técnicas de hibridación DNA-DNA para 
detectar y monitorear poblaciones cruciales involucradas en remediación ambiental. En 
experimentos de remediación de hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAH's) se han 
detectado genotipos catabólicos en suelos contaminados utilizando PCR cuantitativa 
competitiva (QC-PCR) [53]. 
En general, para sobrepasar la barrera de los organismos cultivables, el análisis genómico 
de bacterias adaptables a los ambientes contaminados es crucial para entender la diversidad 
genética, estructura de la población y roles ecológicos en la mayoría de habitats. Los 
estudios metagenómicos incluyen secuenciación masiva para capturar comunidades 
completas mediante técnicas como pirosecuenciación. Posterior a la secuenciación se 
realizan análisis metagenómicos no selectivos o dirigidos para asignar roles a las proteínas 
codificadas por los genes secuenciados [54]. 
La degradación microbiana de compuestos xenobióticos algunas veces incluye reacciones 
químicas redox para ganar energía de la transferencia de electrones entre aceptores y 
donadores de electrones. También pueden capturar carbono, nitrógeno o elementos traza 
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para construir sus estructuras celulares [55]. Para ilustrar estos conceptos se analizará en 
profundidad la degradación aerobia, anaerobia y fúngica del DDT. 
 
2.3.1 Biodegradación aerobia de DDT 
La estructura química del DDT, incluyendo mitades aromáticas y alicíclicas ofrece varias 
posibilidades de ataque bioquímico. En la figura 1 se muestra la ruta aerobia de 
degradación de DDT. En el paso A, el DDE es atacado por una dioxigenasa en las 
posiciones orto y meta. Este ataque da como resultado al intermediario 2,3-dihidrodiol-
DDE. En los pasos B y D, el 2-(4'-clorofenil)-3,3-dicloropropenoato produce, vía 
decarboxilación, el 1,1-dicloro-(4'-clorofenil) etano, el cual sufrirá oxidación en el lado 
alifático de la cadena para producir 1,1-dicloro-(4'-clorofenil)etanol que es nuevamente 
oxidado a 4-cloroacetofenona. El grupo metilo terminal del 1,1-dicloro-(4'-clorofenil) etano 
sufrirá también oxidación para producir ácido fenilacético. En el paso C, la transformación 
de 4-cloroacetofenona a 4-cloronenzaldehido puede darse mediante oxidación y 
subsecuente decarboxilación del grupo metilo terminal. En el paso E, el producto resultante 
del rompimiento del anillo será degradado a un ácido clorado de 5 o 6 carbonos, 
dependiendo del sitio donde ocurra el rompimiento hidrolítico (UMBBD, 2008). 
2.3.2 Biodegradación anaerobia de DDT 
Las condiciones anaerobias mejoran la descomposición de algunos pesticidas clorados o su 
conversión a otros compuestos en el suelo, demostrándose que la adición de residuos de 
alfalfa incrementa la conversión de DDT a DDD ya que provee a los microorganismos de 
nutrientes como carbohidratos solubles y aminoácidos que ejercen un efecto favorable 
sobre la transformación [23], aunque las primeras etapas de la degradación de DDT ocurren 
en la ausencia de oxígeno atmosférico. Los estudios in vitro sugieren que la etapa de 
escisión del anillo del DDT requieren de una oxigenasa, por lo cual la completa destrucción 
de DDT necesita de condiciones aerobias [56]. 
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En la figura 2 las reacciones A, D, E y F son pasos múltiples cuyos intermediarios no han 
sido plenamente identificados, son catalizados por la enzima dehalogenasa DDT reductiva 
para producir DDD. El paso E y sus sucesores degradan DDM aerobicamente. Los pasos B 
y C pueden ser reacciones no enzimáticas. Synechococcus sp. y Klebsiella pneumoniae 
subsp. son los organismos que pueden iniciar esta ruta de degradación pero otros 
microorganismos también pueden llevar a cabo los pasos sucesivos posteriores. 
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Figura 1. Ruta de degradación aerobia de DDT como sustrato [24]. 
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Figura 2. Ruta de degradación anaerobia de DDT como sustrato [24] 
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2.3.3 Biodegradación fúngica de DDT 
Las poblaciones microbianas en un suelo con historial amplio de contaminación con DDT 
es una buena fuente de microorganismos resistentes a DDT, siendo los del reino Fungi los 
que presentan mayor resistencia al compuesto, como evidencia de procesos de adaptación 
que sufren estos microorganismos para asimilar nuevas fuentes de carbono  [57–59]. 
Huang y colaboradores han demostrado que el micelio de hongos ectomicorrícicos están 
rodeados por limos, que ubicados alrededor de la hifa pueden cumplir las funciones de 
buffer donde se capturan compuestos químicos tóxicos como el DDT. Esto permite una 
reducción de la toxicidad a la célula [60]. 
Se ha verificado la habilidad del hongo ligninolítico de degradar contaminantes debido a la 
producción de la enzima extracelular lacasa. Esta se considera involucrada en reacciones de 
decloración de compuestos clorofenólicos [61]. 
2.3.4 Enzimas involucradas en la biodegradación de DDT 
En el suelo, la actividad total de una enzima comprende actividades asociadas con 
diferentes constituyentes, como microorganismos viables, restos celulares, arcillas y 
coloides húmicos, se pueden encontrar enzimas cuya función se lleva a cabo en el 
citoplasma de los microorganismos que se están proliferando, otras que se encuentran 
restringidas al espacio periplásmico de las bacterias Gram negativas, enzimas unidas a la 
superficie exterior de una célula viable y cuyos sitios activos se extienden en el medio 
ambiente, enzimas que se secretan por células vivas durante el crecimiento y división, estas 
por lo general se encuentran en la fase acuosa del suelo, enzimas asociadas a células que no 
proliferan, tales como esporas fúngicas, quistes de protozoarios, semillas de plantas y 
endosporas bacterianas [62]. 
Existen también enzimas unidas a células muertas y restos celulares, otras que son liberadas 
de células lisadas, enzimas asociadas temporalmente en complejos, enzimas adsorbidas por 
minerales arcillosos, otras asociadas con coloides húmicos por adsorción, de allí que la 
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medición de la actividad enzimática del suelo presenta el desafío en definir cuál 
combinación de actividades en estas múltiples categorías aplica para un fin determinado 
como la degradación de DDT, considerando además que la distribución de actividades entre 
las diferentes categorías cambia con el tiempo y depende de la enzima [62]. 
Los efectos de DDT y metabolitos en diferentes enzimas en el suelo han sido estudiados, y 
se encuentra inhibición en la actividad de dehidrogenasas y fosfatasas ácidas [27]. A pesar 
de esto, uno de los mecanismos por los cuales los microorganismos degradan DDT es 
enzimático, en estos procesos se producen radicales hidroxilo llevando a cabo reacciones 
Fenton extracelularmente, cuyo tipo de reacción depende de la concentración de hierro en 
el medio. También se ha evaluado la degradación de DDT en sistemas de compostaje, en 
los cuales se ha determinado que durante las etapas mesofílica e inicio de la termofílica se 
aumenta la tasa de degradación, presentando un óptimo de remoción de DDT a 60°C [63].  
Factores como el pH, la temperatura y otros sustratos en el medio pueden afectar el 
crecimiento de los microorganismos y sus habilidades degradadoras. En un estudio 
realizado por Bidlan y Manonmani se demostró que a medida que se aumenta la 
temperatura, se incrementa también la tasa de degradación de DDT por S. marcescens bajo 
condiciones de pH ácidas [64]. Se ha demostrado también que la presencia de metales 
como arsénico puede inhibir la degradación del DDT, ya que ambos inhiben la actividad 
microbiana, además se sugiere que la presencia de otros metales aumenta la recalcitrancia 
de DDT en el suelo [65], [66].  
Se ha demostrado que las células de Pseudomonas sp. que crecieron en un medio con 
bifenil, degradaron el DDT a acido 4-clorobenzoico bajo condiciones aerobias mediante la 
ruta de la doble hidroxilación del anillo catalizado por la enzima bifenil-2,3-dioxigenasa 
[12], [67]. De igual manera, Fang et al. han encontrado una cepa de Sphingobacterium sp. 
que tiene la habilidad de utilizar DDT como su única fuente de carbono y energía, y de 
igual manera el pH del  medio, la temperatura y la presencia de fuentes adicionales de 
carbono jugaron un papel crucial en la degradación de DDT [68]. Las enzimas involucradas 
en la degradación aerobia de DDT son DDT dehidroclorinasa y DDT 2,3-dioxigenasa, para 
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generar DDE y cis 2,3-Dihidrodiol DDT respectivamente. La enzima DDT 
dehidroclorinasa es la principal enzima involucrada en los procesos de degradación 
anaerobia para obtener DDE. El metabolito DDD se degrada principalmente por la enizma 
DDD dehidroclorinasa. 
2.4 Biorremediación 
El papel microbiano en las transformaciones de contaminantes puede ser comprobado ya 
que el compuesto es transformado en muestras no esterilizadas, pero no lo es en muestras 
esterilizadas del ambiente natural, demostrando que los microorganismos son capaces de 
utilizar estos compuestos químicos como nutrientes o energía [69]. 
Los suelos contienen una gran cantidad de hábitats ocupados por una amplia diversidad de 
organismos, que interactúan unos con otros mediante relaciones directas, como las tróficas, 
mutualistas, parasíticas y predatorias, e indirectas, por ejemplo la metabiosis, que es 
definida por Garrѐ  como una forma de dependencia ecológica en la cual un organismo 
puede modificar el ambiente antes de que un segundo pueda vivir allí. También nuevos 
hábitats potenciales y nichos pueden crearse como resultado de la acción bacteriana, por 
ejemplo, cambios en el pH y en el potencial redox. La detoxificación de los suelos por la 
eliminación de sustancias tóxicas por cepas pioneras de bacterias anaerobias permitirán a la 
evolución de las cepas, formando hábitats nuevos [70]. Como evidencia de estas relaciones, 
se ha observado en algunos estudios que los sistemas de microorganismos anaerobios son 
capaces de degradar contaminantes clorados como el DDT por decloración reductiva, y que 
los productos resultantes pueden ser degradados más rápidamente por procesos aerobios 
[7]. Varias cepas de microorganismos del suelo, particularmente bacterias, están 
involucradas en la degradación de compuestos orgánicos tóxicos, y algunas de ellas pueden 
adaptarse a degradar xenobióticos recalcitrantes. La detoxificación del suelo también 
permite que las plantas susceptibles a toxinas sobreviva o crezca [70] 
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2.4.1 Biodisponibilidad 
La biodisponibilidad de un compuesto es la facilidad de que los compuestos químicos 
presentes en el suelo puedan ser absorbidos o metabolizados por receptores humanos o 
ecológicos o estar disponibles para la interacción con sistemas biológicos. Las 
características microbianas de mayor importancia en la biodisponibilidad de los 
contaminantes orgánicos presentes en el suelo son las de tipo morfológico, fisiológico y 
adaptaciones de comportamiento de células sencillas y poblaciones, y fenómenos asociados 
con la dinámica y ecología de comunidades naturales.  Las adaptaciones morfológicas 
comprenden el tamaño y forma de las células que le permite a un microorganismo 
desplazarse en la matriz del suelo y acceder a los microporos. Estos procesos de 
movilización para alcanzar un sustrato se logra mediante el desarrollo de estructuras de 
elevadas dimensiones fractales para un mejor aprovechamiento del espacio tridimensional 
que contiene el sustrato.  Las adaptaciones fisiológicas incluyen la adquisición de sistemas 
de asimilación de alta afinidad para el contaminante, los cuales permiten al microorganismo 
llevar a cabo procesos de transferencia y desorción de un contaminante más rápido que a 
otros. Otra característica importante es la capacidad de los microorganismos de co-utilizar 
los contaminantes con otros sustratos de carbón, esto debido a que los compuestos 
químicos que entran al ambiente a bajas concentraciones no son los suficientes impactantes 
para causar la evolución de nuevas rutas catabólicas.  Otra interacción de importancia es la 
síntesis y secreción de moléculas de superficie activas, la cual es una adaptación fisiológica 
a la baja bioaccesibilidad. La quimiotaxis es una adaptación del comportamiento que le 
permite a los microorganismos localizar fuentes de contaminantes e incrementar su 
biodisponibilidad mediante el movimiento en dirección a un gradiente superior [71]. 
2.4.2 Bioestimulación 
Los compuestos químicos sujetos a la acción microbiana no generan un crecimiento 
sustancial de las poblaciones responsables, lo cual ha llevado a considerar el fenómeno 
denominado cometabolismo o cooxidación, por tanto, probablemente las poblaciones están 
creciendo en otro sustrato mientras se desarrolla este tipo de transformación [69]. 
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Uno de los principales enfoques remediales utilizados para eliminar pesticidas es el 
realizado por Raymond y colaboradores, en el cual reportaron que adicionando nutrientes al 
suelo subsuperficial se podría incrementar el número de bacterias que degradan los 
hidrocarburos derivados del petróleo y de esta manera estimular la tasa de remoción de 
estos contaminantes, lo cual dio origen al proceso que ahora es conocido como 
biorremediación estimulada in situ. Esta estrategia incluye la adición de aceptores de 
electrones como oxígeno en forma de nitratos y fosfatos o fuentes de nitrógeno [16]. 
Zhang y colaboradores han demostrado mediante análisis de regresión que las fracciones 
degradables de pesticidas organoclorados como el DDT están correlacionadas 
negativamente con el carbono orgánico del suelo, esto indica que a mayor cantidad de 
carbono orgánico en el suelo, se presentará una mayor persistencia del compuesto [72]. De 
igual manera la presencia de fuentes de carbono adicionales puede también favorecer o no 
la degradación de DDT, por ejemplo, en estudios realizados utilizando glucosa, extracto de 
levadura, sucrosa y fructosa los tiempos de degradación de DDT y sus metabolitos fueron 
más cortos en el tratamiento con Sphingobacterium sp., en comparación cuando no fue 
usada una fuente adicional de carbono [68].  
Se ha demostrado también que la mineralización de DDT por Phanerochaete 
chrysosporium requiere de la presencia de carbohidratos de bajo peso molecular, materiales 
celulósicos o lignocelulósicos útiles como sustrato de crecimiento [13]. Serratia 
marcescens presentó el mismo comportamiento en la degradación de DDT, en el cual la 
presencia de glicerol, peptona y extracto de levadura permitieron una total degradación.  
Aunque en ocasiones la presencia de fuentes más favorables de carbono puede impedir la 
degradación de xenobióticos debido a represión catabólica o disminución en las tasas de 
transcripción, ya sea por súper enrollamiento del ADN promotor o por disminución en la 
unión de factores de transcripción [64]. 
La presencia de micronutrientes puede también afectar la reacción de decloración, como ha 
sido demostrado con la presencia de hierro con estado de oxidación cero, que actuando 
como agente reductor y eficiente donador de electrones puede efectivamente ayudar en la 
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decloración de DDT y sus metabolitos por parte de microorganismos del suelo [73]. Caso 
similar se observó para Shewanella decolorationis S12, la cual fue capaz de reducir DDT a 
DDD bajo condiciones anaerobias, en la que la tasa de transformación de DDT fue 
acelerada por la adición de α-FeOOH, siendo la decloración reductiva mejorada por el 
Fe(II) biogénico en la superficie del α-FeOOH [11]. 
También se ha demostrado que la presencia de fuentes de nitrógeno alternas no afecta 
notablemente la degradación de DDT por Mucor alternans en comparación con la presencia 
de glucosa, la cual permite la disminución de DDT y sus metabolitos solubles en agua, lo 
cual se debe a que manteniendo un nivel de nitrógeno constante, resulta en un incremento 
en el consumo de carbohidratos para la producción de grasa en cultivos fúngicos [74]. 
 
2.4.3 Adición de surfactante en el proceso de biorremediación 
Para aumentar la biodisponibilidad de los pesticidas es posible utilizar surfactante, los 
cuales tienen la habilidad de acumularse a lo largo de las interfaces líquido-líquido y 
reducir ambas tensiones superficiales. Por esta razón, los surfactantes tienen la habilidad de 
mejorar la transferencia de masa de contaminantes hidrofóbicos de una matriz sólida o una 
fase líquida no acuosa en fase acuosa, acumulando los compuestos hidrofóbicos en las 
micelas formadas por ellos. Las moléculas en fase micelar son degradadas ya sea por 
difusión en la fase acuosa para ser luego utilizadas por las bacterias o por asimilación 
microbiana directa de las micelas [75]. Las desventajas en el uso de surfactantes incluyen 
factores tales como que el surfactante pueda ser utilizado como sustrato preferido por los 
microorganismos o que pueda generar toxicidad al estar presente en elevadas 
concentraciones [76]. 
 
2.4.4 Atenuación natural monitoreada 
 
La biorremediación puede ser llevada a cabo aplicando diferentes tratamientos, entre ellos 
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la atenuación natural, que consiste en la habilidad natural del suelo de degradar el 
contaminante [77]. La atenuación natural monitoreada asociada a la biorremediación 
intrínseca es una opción que tiene amplia aceptación  debido a que es una alternativa de 
remediación de bajo costo, ya que solo tiene asociados los costos de monitoreo y el tiempo 
requerido por los procesos naturales.  
La atenuación natural monitoreada depende de los procesos naturales para alcanzar 
objetivos de descontaminación de un sitio dentro de un tiempo razonable. Los procesos 
naturales que tienen lugar en esta estrategia de remediación incluyen todos los procesos 
físicos, químicos y biológicos que bajo condiciones favorables, actúan sin la intervención 
humana, para reducir masa, toxicidad, movilidad, volumen o concentración de los 
contaminantes en suelo y agua subterránea [78]. La biodegradación es el mecanismo 
primario para la destrucción de contaminantes, aunque los procesos físicos y químicos tales 
como dispersión, dilución, adsorción, volatilización y transformaciones abióticas son 
también importantes [79].  
El empleo de la atenuación natural monitoreada como alternativa de remediación debe estar 
adecuadamente soportada por una caracterización apropiada del sitio contaminado, además, 
se debe demostrar la eficacia de esta estrategia en campo, lo cual requiere simulación 
analítica o numérica de procesos complejos de atenuación [78] 
En la actualidad existe aún controversia al respecto de la degradación natural de 
contaminantes orgánicos persistentes como el DDT debido a sus coproductos tóxicos de 
degradación. Aunque investigaciones recientes demuestran que el DDE, que es un 
coproducto tóxico de degradación, se puede degradar también naturalmente, lo cual es 
importante considerando que el producto principal y sus coproductos no serán persistentes 
permanentemente, y es posible que los procesos naturales puedan ser significativos 
reduciendo el riesgo asociado a estos suelos y sedimentos contaminados [80]. Los factores 
que limitan la degradación de un contaminante por atenuación natural incluyen la baja 
biodisponibilidad de los contaminantes, toxicidad de sus metabolitos, falta de uno o más 
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nutrientes traza, y ausencia de microorganismos con el potencial biocatalítico apropiado en 
el ambiente a ser tratado [55]. 
 Los procesos de transformación químicos considerados dentro de los mecanismos de 
atenuación natural pueden ser [81]: 
 Hidrólisis, que es la adición de iones hidrógeno e hidroxilo del agua a una molécula, 
con la consecuente separación de esta en dos o más moléculas simples que pueden 
ser degradadas más fácilmente 
 Disminución de la radiactividad, la cual es un mecanismo importantes de atenuación 
para elementos con 83 o más protones, los cuales son inestables o radioactivos y 
cuyo núcleo puede espontáneamente cambiar de forma en productos hijos.  
 Reacciones redox, las cuales son muy importantes para atenuación natural, son 
típicamente irreversibles y transforman los contaminantes en diferentes compuestos 
mediante transferencia de electrones, el contaminante puede ser reducido u oxidado 
mediante reacciones proporcionadas por microorganismos, aunque algunas 
interacciones entre los contaminantes y los constituyentes del suelo o sedimento 
pueden resultar en transformaciones abióticas redox que contribuyen a la atenuación 
natural. 
 Inmovilización y procesos de cambio de fase, donde algunos contaminantes pueden 
ser inmovilizados por adsorción en la matriz o precipitación de la fase disuelta, la 
adsorción es una reacción abiótica donde el contaminante es atraído a la superficie 
mediante interacciones hidrofóbicas, atracciones electrostáticas o formación de 
complejos con la superficie. 
2.5  Evaluación de toxicidad utilizando Vibrio fischeri como organismo indicador 
 
Monitorear la toxicidad del suelo en un proceso de biorremediación es una parte importante 
del estudio, ya que la cuantificación del contaminante está limitada a indicar la 
concentración de este compuesto en el ambiente pero no proporciona información al 
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respecto de los efectos biológicos del contaminante. Por esta razón es necesario utilizar un 
método rápido y sensible que indique información en la toxicidad del suelo en el ambiente.  
El ensayo de inhibición de la bioluminiscencia está basado en una bacteria marina Gram 
negativa, V. fischeri. La producción de la luz está directamente relacionada con la actividad 
metabólica de la población bacteriana y cualquier inhibición de la actividad enzimática 
causa una disminución correspondiente en la bioluminiscencia [82].  
El mecanismo bioquímico de luminiscencia en V. fischeri tiene como rol principal el flavin 
mononucleótido reducido (FMNH2). FMN se reduce a FMNH2 después de la reacción con 
la forma reducida del fosfato dinucleótido nicotinamida adenina (NAD(P)H) en presencia 
de la enzima flavin reductasa.  
NAD(P)H + H + FMN → NAD(P) + FMNH2 
FMNH2 se oxida a FMN y H2O después de la reacción con oxígeno molecular en presencia 
de aldehído y luciferasa. En esta reacción se emite luz azul-verde con una longitud de onda 
de 490 nm [83]. 
Investigadores han comprobado que el uso de pruebas de toxicidad es altamente 
recomendado para visualizar el efecto de contaminantes orgánicos, como los pesticidas 
organoclorados, acompañados de pruebas químicas para la caracterización y cuantificación 
de los contaminantes, se demostró además que la contaminación de una matriz con 
pesticidas organoclorados puede alcanzar una inhibición de la bioluminiscencia de V. 
fischeri superior al 90% [84]. Se ha  determinado  además la toxicidad de sustancias 
orgánicas como 2,4-dinitrofenol, 4-fenilazofenol, pentaclorofenol utilizando V. fischeri 
como organismo indicador, con el objetivo de estimar valores de la concentración efectiva 
máxima EC50 [85]. 
El ensayo de bioluminiscencia con V. fischeri con un tiempo de incubación de 15 minutos 
es una técnica usada ampliamente como bioensayo estandarizado para determinar la 
toxicidad de sustancias puras, efluentes, agua residual y sedimentos, este es un ensayo de 
bajo costo que puede ser considerado como un método valioso en el control de la 
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contaminación [86].  La bioluminiscencia producida por esta bacteria es la base para 
muchos bioensayos de toxicidad en agua contaminada, sedimento y suelo, en estas pruebas 
los efectos tóxicos de los químicos pueden incluir interacciones con los receptores de la 
membrana superficial, disrupción de la función de la membrana, reacciones químicas con 
componentes celulares o inhibición/competencia con sistemas enzimáticos. Pruebas 
comparativas de ensayos con bacteria luminiscente y otras pruebas comerciales como 
ToxAlert 10 ®, Microtox ® y LUMIStox ® han demostrado su buen desempeño, 
obteniendo poca diferencia entre estos resultados [87]. 
 
 
2.6 Análisis del suelo mediante microscopía electrónica de barrido (SEM)  
 
La morfología y fisiología de los microorganismos que habitan el suelo no necesariamente 
es la misma de los microorganismos que han sido cultivados en el laboratorio a partir del 
suelo. El uso de medio de cultivo o adiciones de nutrientes usualmente eleva el balance de 
comunidades y causa un enriquecimiento relativo para ciertos segmentos de la población. 
El uso de microscopía electrónica puede resolver algunos de estos problemas si las células 
pudiesen ser analizadas en los materiales que habitan, como arena o fragmentos minerales 
[88].  Para analizar la colonización bacteriana en suelo se ha utilizado ampliamente la 
microscopía electrónica de barrido, que permite observar los patrones de colonización, 
forma y tamaño de las bacterias [89].   
Estudios han comprobado la sensibilidad del microscopio electrónico de barrido en la 
detección de microorganismos u otros materiales biológicos como proteínas en suelo. Esta 
técnica es superior a otras debido a su gran magnificación, menor distorsión del analito y 
menor perturbación al ambiente del suelo. Para ver poblaciones bacterianas en el suelo, la 
matriz debe ser fijada a una plataforma mediante un adhesivo. Luego de que se ha secado el 
suelo, la muestra de análisis se recubre con una aleación de oro con un grosor aproximado 
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de 500 A mediante evaporación al vacío. El recubrimiento de metal minimiza la 
acumulación de cargas superficiales que disminuyen la resolución. La plata forma luego se 
ubica en la cámara de escaneo del microscopio. Luego de que la cámara se encuentra a 10
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torr. aproximadamente, el suelo se escanea con un rayo de electrón. Los electrones que  se 
liberan de la superficie del analito son dirigidos por un sistema centelleador-
fotomultiplicador. La imagen resultante se forma en un tubo de rayos catódicos [90].   
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3. OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivo general 
Evaluar la efectividad de la reducción de la concentración de 1,1,1-tricloro-2,2’bis(p-
clorofenil)etano (DDT) en un suelo tratado con diferentes protocolos de biorremediación 
3.2 Objetivos específicos 
 Determinar las características fisicoquímicas del suelo antes y después de la aplicación 
de los protocolos de biorremediación. 
 Identificar bioquímica y molecularmente las bacterias cultivables en Agar Plate Count 
que predominan durante la biorremediación del suelo contaminado con DDT. 
 Comparar la estrategia de biorremediación de atenuación natural con la de bioestímulo 
en la disminución de la concentración del DDT en el suelo. 
 Establecer los efectos de adición de surfactante en el proceso de biorremediación de 
suelo contaminado con DDT.   
 Monitorear la concentración de DDT y metabolitos, concentración de biomasa, pH, 
temperatura y humedad a lo largo del proceso de biorremediación. 
 Aplicar pruebas de toxicidad como mecanismo de evaluación del proceso de 
biorremediación. 
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4. METODOLOGÍA 
 
4.1 Localización 
El montaje del experimento se llevó a cabo en el laboratorio del Grupo Diagnóstico y 
Control de la Contaminación (GDCON) ubicado en la Sede de Investigación Universitaria 
de la Universidad de Antioquia. Para el experimento de biorremediación se emplearon 
suelos almacenados en el municipio de Honda, Tolima, cuyos suelos tenían un amplio 
historial de contaminación con DDT de por lo menos 50 años. 
4.2 Diseño del experimento 
Se analizó el efecto de tres tratamientos diferentes en la tasa de biodegradación de DDT en 
el suelo. Las muestras de suelo para la biorremediación se distribuyeron al azar para la 
realización de los tratamientos, y por tanto, se aplicó un Diseño Experimental 
Completamente al Azar (DCA) de un solo factor (estrategia de biorremediación), la 
concentración de DDT, cuatro niveles (tratamientos) y doce repeticiones de cada 
tratamiento, así: 
A. Control: Suelo estéril con DDT 
B. Atenuación natural: Suelo con DDT 
C. Bioestimulación: Suelo con DDT, con adición de nutrientes fosfato de potasio y urea 
D. Bioestimulación con adición de surfactante: Suelo con DDT, con adición de nutrientes 
fosfato de potasio, urea y detergente Tween 80  
La matriz para la realización del experimento se muestra en la tabla 2.  
Tabla 2. Matriz de experimentos para la biodegradación de DDT en suelo contaminado 
Etiqueta del 
experimento 
Nivel de tratamiento 
A B C D 
[DDT]o X0
1
, X0
2
 X0
1
, X0
2 
X0
1
, X0
2 
X0
1
, X0
2 
[DDT]1 X1
1
, X1
2
 X1
1
, X1
2
 X1
1
, X1
2
 X1
1
, X1
2
 
[DDT]2 X2
1
, X2
2
 X2
1
, X2
2
 X2
1
, X2
2
 X2
1
, X2
2
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[DDT]3 X3
1
, X3
2
 X3
1
, X3
2
 X3
1
, X3
2
 X3
1
, X3
2
 
[DDT]4 X4
1
, X4
2
 X4
1
, X4
2
 X4
1
, X4
2
 X4
1
, X4
2
 
[DDT]5 X5
1
, X5
2
 X5
1
, X5
2
 X5
1
, X5
2
 X5
1
, X5
2
 
[DDT]6 X6
1
, X6
2
 X6
1
, X6
2
 X6
1
, X6
2
 X6
1
, X6
2
 
[DDT]7 X7
1
, X7
2
 X7
1
, X7
2
 X7
1
, X7
2
 X7
1
, X7
2
 
[DDT]8 X8
1
, X8
2
 X8
1
, X8
2
 X8
1
, X8
2
 X8
1
, X8
2
 
[DDT]9 X9
1
, X9
2
 X9
1
, X9
2
 X9
1
, X9
2
 X9
1
, X9
2
 
[DDT]10 X10
1
, X10
2
 X10
1
, X10
2
 X10
1
, X10
2
 X10
1
, X10
2
 
[DDT]11 X11
1
, X11
2
 X11
1
, X11
2
 X11
1
, X11
2
 X11
1
, X11
2
 
[DDT]12 X12
1
, X12
2
 X12
1
, X12
2
 X12
1
, X12
2
 X12
1
, X12
2
 
[DDT]f Xf
1
, Xf
2
 Xf
1
, Xf
2
 Xf
1
, Xf
2
 Xf
1
, Xf
2
 
 
Dónde: 
X: Concentración de DDT 
Subíndice 0: Condiciones iniciales del tratamiento 
Subíndice f: Condiciones al final del tratamiento  
Subíndice 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12: Corrida de medición de variables independientes 
Superíndice 1,2: Repeticiones de cada uno de los tratamientos por corrida 
 
Para cada tratamiento las variables independientes son: 
A. Control: pH, Humedad 
B. Atenuación natural: Concentración de biomasa, pH, Humedad 
C. Bioestimulación: Concentración de fósforo, concentración de nitrógeno, concentración 
de biomasa, pH, Humedad 
D. Bioestimulación con adición de surfactante: Concentración de biomasa, Concentración 
de Tween 80, pH, Humedad 
Las variables independientes serán medidas semanalmente durante 60 días en 48 
experimentos,  cada uno realizado por duplicado.  
45 
 
 
Se compararon cuatro tratamientos (A,B,C,D) usando una estructura unifactorial de los 
tratamientos y un esquema de aleatorización completamente al azar con dos repeticiones. 
Se realizaron catorce lecturas en el tiempo. Con los datos obtenidos del experimento se 
planteó un modelo de análisis de medidas repetidas y ANOVA completamente al azar de un 
solo factor para la concentración de DDT y de biomasa. En la figura 3 se muestran los 
tratamientos y controles que fueron efectuados al suelo contaminado con DDT. 
 
Figura 3. Esquema de tratamientos y parámetros a controlar durante el experimento de 
biorremediación de suelo contaminado con DDT 
 
4.3 Reactivos 
 
Hexano, acetona y diclorometano, todos de marca Honeywell Burdick & Jackson grado 
pesticida. Sulfato de sodio anhidro PESTANAL ® Riedel-de Haën purificado mediante 
Biorremediación de 
suelo contaminado con 
DDT
Suelo estéril + DDT
Concentración de 
biomasa 
Suelo con DDT + 
nutrientes
Aplicación de pulsos 
semanales de N,P en 
solución
Suelo con DDT + 
surfactante + 
nutrientes
Mediciones de 
concentración de DDT 
por cromatografía de 
gases
Suelo + DDT
Control de pH, T, 
humedad
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calentamiento a 450°C durante 5 horas. Sílica gel Merck desactivada por calentamiento a 
105°C durante 3 horas y activada nuevamente al 3.3% con agua Milli-Q. Estándares 
PCB209 como subrogado y decaclorobifenil como estándar interno, Dr. Ehrenstorfer 
GmbH.  
Estándares de pesticidas clorados, y sus metabolitos, marca Chemservice α-BCH, γ-BCH, 
β-BCH, δ-BCH, Heptacloro, Aldrin, Heptacloro epóxido, γ-Clordan, α-Clordan, 
Endosulfan I, 4-4'-DDE, Dieldrin, Endrin, 4-4'-DDD, Endosulfan II, 4-4'-DDT, Endrin 
Aldehído, Endosulfan sulfato, Metoxicloro, Endrin Cetona. 
Para la determinación de carbono orgánico en el suelo se utilizó ácido sulfúrico 
concentrado J.T Baker, dicromato de potasio Carlo Erba y sacarosa J.T Baker. 
 Para la determinación de nitrógeno total Kjeldahl se utilizó hidróxido de sodio Merck, 
indicador mixto Tashiro MolLabs, ácido bórico Carlo Erba, ácido sulfúrico titrisol 0.1N 
Merck, Carbonato de sodio Merck, glicina Merck, ácido sulfúrico al 98% grado comercial 
J.T. Baker, tabletas Kjeldahl libre de mercurio y selenio (5g/tableta) Merck y 
tris(hidroximetil)aminometano Merck. Para el secado del suelo se utilizó una mufla marca 
Memmert. La destilación se efectuó un destilador automático K355 marca Buchi. La 
titulación se efectuó en titulador automático 848 Titrino plus marca Buchi provisto de pH 
metro Mettler Toledo. Se utilizó una unidad de disgregación K-424 y scrubber K-424. 
Para la determinación de fósforo disponible en el suelo se emplearon molibdato de amonio 
Merck, ácido clorhídrico Merck, cloruro estannoso dihidratado  Merck, fluoruro de amonio 
Merck y fosfato monopotásico Merck.   
El recuento de bacterias heterótrofas fue realizado en agar Plate Count Oxoid CM0325. El 
cloruro de sodio utilizado para las diluciones fue Sigma Aldrich. Las tinciones de Gram se 
efectuaron con Safranina Merck, Violeta de Gram Albor, Etanol cetona MolLabs y Lugol 
MolLabs. La reacción en cadena de polimerasa fue efectuada empleando kit Bioline. 
Agarosa grado molecular Bioline fue utilizada para electroforesis. Tert-butil-alcohol Merck 
fue utilizado para la preparación del gel y de la electroforesis.  
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4.4 Equipos 
 
El agua MilliQ utilizada para análisis fisicoquímicos, microbiológicos y preparación de 
reactivos fue obtenida con un equipo MilliQ Synergy UV. Para la extracción ultrasónica del 
suelo se utilizó ultrasonido Branson 2510-DTH (Importecnical, Medellín, Colombia). Las 
determinaciones espectrofotométricas fueron realizadas en espectrofotómetro UV/VIS – 
Jenway 6405. La determinación de Nitrógeno Total Kjeldahl fue realizada empleando la 
unidad de digestión K-424, scrubber B-424 Büchi y una unidad de destilación K-355. El 
secado del suelo se realizó en una mufla Memmert. Las titulaciones se efectuaron con un 
titulador automático 848 Titrino plus marca Buchi provisto de un pH metro Mettler Toledo. 
La incubación en los análisis microbiológicos fue realizada en una incubadora con 
convección natural Binder BD 115. La esterilización de material y medios de cultivo fue 
realizada en una autoclave Trident EA-652. La observación de resultados de las tinciones 
aplicadas fue hecha en un Microscopio NIKON. La reacción en cadena de polimerasa 
(PCR) fue realizada en un equipo Multigene Optimax.  
El análisis de microscopía electrónica de barrido (SEM) y espectroscopia de energía 
dispersiva (EDS) se realizaron con microscopio marca JEOL serie JSM-5910LV. 
 
4.5 Muestra de suelo 
 
El suelo utilizado en este estudio fue recolectado en Abril de 2012 en una bodega de 
almacenamiento ubicada en el municipio de Honda (Honda, Tolima, Colombia). Las 
imágenes del sitio de muestreo pueden ser encontradas en el anexo 4. El muestreo fue 
realizado en los primeros 40 cm superficiales del suelo. Antes de su uso, el suelo fue secado 
a condiciones ambientales, molido y pasado a través de un tamiz de 2 mm. Esta preparación 
fue necesaria para mejorar lo homogeneidad de la distribución de contaminantes.  
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4.6 Caracterización fisicoquímica del suelo 
 
4.6.1 Determinación de textura  
Se pesaron 20 g de suelo que fueron depositados en un recipiente mezclador, el cual se 
llenó hasta un tercio de su volumen con agua destilada. Se agregaron 10 ml de la solución 
dispersante y se dejó reposar por 5 minutos. Luego se puso la solución en el mezclador 
durante 10 minutos. Se depositó la mezcla en la probeta sin dejar residuos de suelo en el 
recipiente mezclador, luego se aforó a 1000 ml. Luego se insertó el hidrómetro de 
Bouyoucos, y después 2 horas de permanecer la mezcla en reposo, se tomaron medidas de 
40 segundos Simultáneamente con la medición del hidrómetro se midió la temperatura para 
efectuar las correcciones. Con las medidas del hidrómetro se determinó mediante un 
software, el porcentaje de arcilla, arena y limo del suelo [91].  
 
4.6.2  Determinación de fósforo  
Para la determinación de fósforo disponible en el suelo se utilizó el método de Bray-II 
modificado. Se prepararon soluciones de ácido cloromolíbdico, para la cual se disolvieron 
30g de molibdato de amonio en 583.3 ml de agua destilada a 50°C, luego se agregó 
lentamente 583.3 ml de ácido clorhídrico concentrado y se llevó a un volumen final de 2 
litros. La solución de cloruro estannoso se preparó disolviendo 5g en 12.5 ml de ácido 
clorhídrico concentrado, se tomaron 0.5 ml de esta solución concentrada y se adicionaron 
166.5 ml de agua destilada. La solución extractora de Bray-II se preparó disolviendo 1.11g 
de fluoruro de amonio en 8.4 ml de ácido clorhídrico concentrado y se llevó a un volumen 
final de 1 litro con agua destilada. Para el patrón de fosforo de 50 ppm, se pesaron 0.2197g 
de fosfato monopotásico previamente seco a 105°C, luego se disolvió en agua destilada y se 
llevaron a 1 litro de volumen final en un balón aforado.  
Para la extracción se pesaron 2.85g de suelo seco y tamizado por malla de 2mm, se llevaron 
a un erlenmeyer de 150 ml y se adicionó 20 ml de la solución extractora de Bray II, luego 
se agitó vigorosamente durante 40 segundos. Inmediatamente después de la agitación se 
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filtró hasta que la muestra drenara completamente. Con una micropipeta se tomó 1ml de 
extracto de cada una de las muestras de suelo y se pusieron en un erlenmeyer de 150 ml, 
luego se agregaron 6ml de agua destilada, 2ml de ácido cloromolíbdico y se agitó. 
Posteriormente se agregó 1ml de cloruro estannoso diluido y se agitó. Se esperaron 10 
minutos para el desarrollo del color y se realizó la lectura, con celdas de colorimetría en 
espectrofotómetro a 630 nm. La concentración de fósforo disponible se calculó con la 
ecuación de la recta de absorbancia vs concentración de fósforo determinada previamente 
[92], [93].  
 
4.6.3 Determinación de  Nitrógeno Total Kjeldahl  (NTK)  
La determinación del NTK presente en el suelo se hizo empleando el método de la macro-
Kjeldahl. Se prepararon soluciones de ácido bórico al 4% p/v, carbonato de sodio (secado a 
120°C por una hora) al  0.01% p/v, tris(hidroximetil)aminometano Merck (secado a 120°C 
por una hora) al 0.1% p/v, hidróxido de sodio al 30% p/v. 
Se pesó 1 g de suelo seco, previamente tamizado por 2 mm, y se llevó a balón Kjeldahl. 
Para la determinación del NTK se realizó un blanco de reactivos y control que 
correspondían al mismo volumen de muestra seleccionado.  Posteriormente se llevaron los 
balones con el suelo a la unidad de digestión K-424 y se realizó un calentamiento previo al 
digestor. Utilizando el rack y soporte de vasos de digestión, se adicionó la muestra al vaso y 
se adicionó 8 ml de ácido sulfúrico al 98%, una tableta Kjeldahl y perlas de ebullición. 
Posteriormente se inició la digestión, y que finalizó cuando las muestras estaban de color 
verde.  
Después de la digestión las muestras se dejaron  enfriar por 30 minutos y se realizó la 
destilación en destilador K-355, en el cual se llevaron a cabo 5 minutos de destilación y 
adición de 30 ml de hidróxido de sodio y 40 ml de agua, cuya dosificación es realizada  por 
el equipo. En un recipiente de boca ancha se añadieron 100 ml de la solución de ácido 
bórico y 5 gotas de indicador  mixto Tashiro marca MolLabs, en esta solución se colectó el 
destilado final. La titulación se realizó en el titulador automático Titrino Plus 848 con ácido 
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sulfúrico 0.1N hasta alcanzar un pH entre 3.7-4. El cálculo del NTK se hizo mediante la 
ecuación [93], [94]: 
 
Dónde: 
: Volumen de ácido sulfúrico gastado durante la titulación de la muestra (ml) 
: Volumen de ácido sulfúrico gastado durante la titulación del blanco (ml) 
: Normalidad del ácido sulfúrico (0.1N) 
: Peso de la muestra (g) 
: Factor de conversión del peso equivalente del nitrógeno expresado en meq.  
. 
4.6.4 Determinación de carbono orgánico  
La determinación del contenido de carbono orgánico se hizo mediante una digestión vía 
húmeda Walkley-Black y la técnica de análisis colorimétrica. Se prepararon soluciones de 
dicromato de potasio 0.17M en agua milliQ y un patrón de sacarosa al 5% p/v, posterior al 
secado de la sacarosa a 105°C durante una hora.  
Se pesó 0.5g de suelo seco, previamente tamizado por malla de 2mm, posteriormente en un 
erlenmeyer de 200 ml se agregó 10 ml de dicromato de potasio 0.17M y 10 ml de ácido 
sulfúrico concentrado, agitando vigorosamente durante 1 minuto. Se dejó en reposo durante 
30 minutos aproximadamente hasta alcanzar temperatura ambiente. Luego se aforó a un 
volumen final de 150 ml con agua milliQ y se agitó. Nuevamente se dejó en reposo por 2 
horas y se realizó lectura en espectrofotómetro a 585 nm. La concentración de carbono 
orgánico en suelo se calculó con la ecuación de la recta de absorbancia vs concentración de 
carbono obtenida previamente utilizando sacarosa como patrón [93], [95].  
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4.6.5 Medición de pH 
El suelo se secó al aire, y se pasó por malla de 2mm. Se realizó una suspensión del suelo en 
proporción peso-volumen entre el suelo y el agua destilada de  1:1 utilizando 5 g de suelo. 
Se agitó entre 30 minutos a 3 horas a 300 rpm. Luego se midió el pH directamente sobre la 
suspensión. Previo a cada medición se realizó la calibración y verificación del medidor de 
pH. 
 
4.6.6 Determinación de humedad 
Se pesaron 5g de suelo en una capsula de papel aluminio y se llevaron a una mufla de 
marca  Memmert a 105°C durante 5 horas. Posteriormente el suelo se llevó a un desecador 
por una hora y se pesó nuevamente. El porcentaje de humedad se calculó de acuerdo con la 
expresión: 
 
 
4.7 Experimentos de degradación 
 
Dos kilogramos de suelo fueron adicionados a bandejas de acero inoxidable de volumen 
nominal 9 litros a condiciones ambientales.  
4.7.1 Control 
Las series de control incluyeron dos grupos de muestras, el primero con 20 mM de azida de 
sodio pureza de 98%  marca Merck como inhibidor microbiano [96], útil para monitorear 
procesos abióticos, mientras que el segundo fue utilizado para evaluar la capacidad de la 
población microbiana autóctona para degradar el pesticida. Ellas fueron dispuestas y 
analizadas en la misma forma que las otras muestras. 
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4.7.2 Bioestímulo 
Este tratamiento fue realizado por duplicado. La humedad se mantenía por encima del 25% 
para este tratamiento, para ello se preparaban soluciones de 0.16 g/l KH2PO4 y 0.4 g/l de 
urea como fuentes de fósforo y nitrógeno respectivamente. La concentración de estas 
soluciones era calculada mediante el método McCarthy, que permite establecer una relación 
estequiométrica entre los requerimientos de fósforo y nitrógeno con la concentración de 
contaminante presente en el suelo, esto considerando que un exceso de nutrientes podría 
tener un efecto inhibitorio en el crecimiento de la población microbiana [97].  Las 
soluciones se aplicaban en pulsos semanales al suelo, utilizando un spray para garantizar 
una distribución más homogénea de los nutrientes.  Para la preparación de estas soluciones 
se empleó agua destilada.  
Para calcular la dosis de nutrientes utilizando el método McCarthy es  establecer una 
relación estequiométrica entre la cantidad de nitrógeno y fósforo requeridas para que las 
bacterias puedan, mediante reacciones aerobias o anaerobias, utilizar el contaminante 
presente en el suelo como fuente de carbono [69]. A continuación se muestran las 
reacciones generales del proceso aerobio. La semireacción modelo de donante de electrones 
se muestra por la ecuación: 
 
Dónde: 
 
Estos coeficientes dependen de la estructura molecular del  contaminante a degradar.  
 
4.7.3 Bioestimulación con adición de surfactante  
Al inicio del tratamiento, el detergente Tween 80 marca Merck fue aplicado en una 
concentración de 6.55 mg/g de suelo, en solución acuosa [97]. Posteriormente el suelo fue 
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sometido al mismo tratamiento de bioestímulo, con adición de dihidrógeno fosfato de 
potasio marca Merck (97% pureza) y urea marca Merck como nutrientes en solución.  
 
4.8 Determinación cuantitativa de DDT en suelo 
 
4.8.1 Extracción ultrasónica  
El procedimiento de extracción en fase sólida fue basada en el método 3550C de la Agencia 
de Protección Ambiental de Estados Unidos para la extracción ultrasónica [98]. 1 g de 
suelo fue transferido a un erlenmeyer de 125 ml. Posteriormente se agregó 1 g de sulfato 
anhidro de sodio para homogenizar la muestra. Luego se adicionaron 10 ml de una mezcla 
de hexano y acetona 1:1. Los erlenmeyer fueron llevados dentro del ultrasonido evitando 
contacto directo de los recipientes con la superficie del equipo, la extracción se realizó 
durante 6 minutos. Luego de la extracción, se permitió que el suelo sedimentara, y 
utilizando pipetas Pasteur se transfirió el solvente de los erlenmeyer a balones tipo pera. La 
extracción con nuevas fracciones de solvente se repitió dos veces más y se colectó el 
solvente en balones tipo pera para posterior realizar la rotaevaporación. Las muestras 
fueron rotaevaporadas a 55°C hasta obtener un volumen aproximado de 2 ml de extracto. 
4.8.2 Limpieza de extracto 
La limpieza del extracto se llevó a cabo con base en el método 3630 C de la Agencia de 
Protección Ambiental de Estados Unidos para la limpieza con sílica gel [99].  El extracto 
rotaevaporado se transfirió a una columna cromatográfica de vidrio provista con 1.5 g de 
sílica gel (desactivada y activada al 3.3% con agua ultrapura tipo milliQ) y 0.5 g de sulfato 
anhidro de sodio. Posteriormente se eluyó la columna con tres fracciones de solvente, una 
primera fracción de 8 ml de hexano, la segunda de 6 ml de hexano y una tercera de 1.5 ml 
de diclorometano. Las tres fracciones se recolectaron y el solvente fue intercambiado a 
hexano luego de que el extracto fuera secado con nitrógeno.  
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El extracto recolectado fue dopado con decaclorobifenil como estándar interno en una 
concentración de 0.4 mg/l y transferido a viales ámbar. Los blancos de muestras dopadas 
con PCB209 como subrogado y decaclorobifenil como estándar interno fueron analizadas 
al mismo tiempo, y los resultados para el estándar interno y subrogado fueron utilizados 
para la corrección de las concentraciones determinadas de DDT y metabolitos junto con 
factores de recuperación.  
 
4.8.3 Análisis de cromatografía de gases 
Los análisis fueron realizados en un cromatógrafo de gases de marca Agilent GC con 
detector de micro captura de electrones y una columna capilar ZB35HT Inferno Zebron 
Phenomenex (30 m x 0.25 mm de diámetro interno y un grosor de película de 0.25). Esta 
columna fue seleccionada dada su habilidad de separar DDT y sus metabolitos. El 
programa de temperatura fue: empezando a 80°C, con un gradiente de 15°Cmin
-1
 hasta 
160°C y luego a 2.5°Cmin
-1
 hasta 180°C, en cuya temperatura se mantuvo por 7 minutos. 
El gas de arrastre fue Helio. Los análisis confirmatorios se hicieron en un cromatógrafo de 
gases Agilent Technologies acoplado a un espectrómetro de masas. El programa de 
temperatura fue: empezando a 80°C, con un gradiente de 15°Cmin
-1
 hasta 160°C y luego a 
2.5°Cmin
-1
 hasta 180°C, en cuya temperatura se mantuvo por 7 minutos. El volumen de 
inyección fue de 1µl de extracto, en modo splitless (Uniliner, Restek). Como estándar 
interno se utilizó pentacloronitrobenceno marca Chemservice en tolueno. Se preparó una 
solución de 100 ppm. Los estándares de calibración y extractos finales de suelo posterior al 
paso de limpieza e intercambio de solvente eran dopados con 4 µl de esta solución. La 
determinación de los límites de detección y cuantificación se realizó mediante el método de 
la relación señal/ruido [100]. Este método indica que el límite de cuantificación de un 
compuesto es aquella concentración que produzca una señal diez veces superior a la señal 
producida por el solvente. El límite de detección es aquella concentración que produzca una 
señal tres veces superior a la producida por el solvente. 
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Las calibraciones fueron hechas diariamente utilizando estándares externos de diferentes 
concentraciones. Los límites de detección del método para las diluciones aplicadas fueron 
estimadas a 0.05mg/kg para DDT, 0.1 mg/kg para DDE y DDD.  
 
4.9 Recuento de bacterias heterótrofas 
 
El recuento de bacterias heterótrofas se realizó mediante siembra en superficie, utilizando 
como medio de cultivo agar Plate Count, en cajas de Petri de 10 cm diámetro. En las 
siembras, 100 µl de suspensión de suelo fueron inoculados en la superficie del medio de 
cultivo y esparcidos sobre la superficie del agar utilizando asas de vidrio. El inóculo de 
suelo fue preparado mediante diluciones seriadas (10
-5
 – 10-7) a partir de una solución 
inicial de 1g de suelo en 9 ml de solución de cloruro de sodio al 0.9%. Posterior a la 
inoculación del medio de cultivo, se incubaron las cajas de Petri a 35°C durante 48 horas. 
Luego se realizó el recuento de las unidades formadoras de colonia (UFC)  en las cajas de 
Petri cuando su número era inferior a 300 UFC.  
 
4.10 Análisis de secuencia 16S ADNr 
 
Las cajas de Petri incubadas durante 48 horas se dejaban otras 72 horas en la incubadora 
para permitir el crecimiento de actinomicetos y hongos. Posteriormente para obtener un 
cultivo axénico de cada tipo de colonia, se aislaba cada una mediante siembra por estría de 
inóculo en una nueva placa con agar Plate Count estéril. Las cajas se incubaban por 24 
horas.  
Con un hisopo estéril se tomaba parte de las colonias de bacterias del cultivo axénico y con 
este se emulsionaban 300 µl de una solución de buffer fosfato (KH2PO4 marca Merck) 
estéril en tubos de microcentrífuga Eppendorf estériles de 1.5 ml. Luego de llevar el 
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inóculo a la solución, esta era homogenizada mediante agitación en vórtex por 10 segundos. 
Posteriormente eran llevadas a ultrasonido por 5 minutos.  Después de la sonicación, se 
llevaba a cabo la extracción de ADN por kit de extracción de tejidos mediante pasos 
sucesivos de lavado y extracción en fase sólida. El ADN luego de la extracción era 
cuantificado mediante técnica espectrofotométrica en equipo Nanodrop, utilizando como 
blanco de medición agua milliQ estéril. 
La extracción de ADN se realizaba mediante un kit de extracción a partir de tejidos EZNA 
Tissue DNA Kit D3396-02 OMEGA, el cual sugiere pasos sucesivos de lavado y 
extracción en fase sólida, y por último se efectuaba la elución de la columna para obtener 
400 µl de extracto.   
La amplificación de 16S ADNr era llevada a cabo utilizando los primers universales 
forward 1490R con secuencia 5’-TAC CTT GTT ACG ACTT-3’ y reverse 27F con 
secuencia 5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’ marca IDT. Las reacciones fueron 
desarrolladas utilizando la Taq DNA polimerasa, dNTPs, MgCl2 y buffer de reacción del kit 
Bioline. El perfil térmico cíclico consiste en un paso de denaturación inicial a 94°C por 4 
min, seguido de 35 ciclos de amplificación, con una etapa final a 4°C por 5 minutos. Cada 
ciclo consiste de tres pasos, denaturación a 94°C por 30 segundos, annealing a 55°C por 30 
segundos y extensión a 72°C por un minuto. Este perfil térmico fue el sugerido por el 
fabricante de los primers y optimizado mediante ensayos en el laboratorio. Los productos 
de la PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa. Posteriormente se 
verificaba la amplificación mediante observación en cámara de luz UV. Aquellos productos 
de PCR para los cuales se observaba amplificación eran purificados mediante kit de 
purificación de productos de PCR Purelink Invitrogen Cat. No. K3100, que sugiere pasos 
sucesivos de lavado de dsDNA y extracción en fase sólida. 
La mezcla de reactivos para la PCR, para una reacción se realizó en las proporciones 
mostradas en la tabla 3. 
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Tabla 3.  Cantidades de reactivos para mezcla de reacción PCR 
Reactivo Cantidad (µl) 
Buffer de reacción 2 
Primer reverse 0.5 
Primer forward 0.5 
MgCl2 (50 mM) 1 
dNTPs (10 µM) 4 
TAQ polimerasa 0.1 
ADN 2 
Agua 9.9 
 
El marcador de peso utilizado en el gel fue Bioline y la tinción se realizó utilizando 
EZVISION THREE DNA Dyer Buffer Code N313-IML. En cada gel se utilizaron como 
controles positivos productos de PCR de extractos de ADN de Staphylococcus aureus y 
como control negativo el agua utilizada como reactivo en la mezcla de reacción PCR.  
Los productos de PCR purificados fueron enviados para secuenciación por electroforesis 
capilar 3730XL en el laboratorio MACROGEN, Seoul, Korea. En este laboratorio la 
secuenciación se conduce bajo condiciones BigDye
TM
 terminator cycling. Los productos 
que reaccionan son purificados mediante precipitación con etanol y corridos utilizando un 
secuenciador automático 3730XL. Para el análisis de las secuencias se utilizó el programa 
Geneious 5.6.5 creado por Biomatters, disponible en http://www.geneious.com/. Utilizando 
este programa se editaron las secuencias, eliminando fragmentos del cromatograma de baja 
calidad. A partir de la secuencia editada se realizó búsqueda en la herramienta Basic Local 
Alignment Search Tool (BLAST), utilizando Standard Nucleotide BLAST, utilizando la 
base de datos de secuencias de ARN ribosomal 16S, esta búsqueda se optimizó mediante la 
opción megablast, que permite la búsqueda de secuencias altamente similares. 
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4.11 Pruebas bioquímicas para la identificación de bacterias 
 
4.11.1 Catalasa  
Algunos organismos poseen la enzima catalasa que separa el peróxido de hidrógeno en 
oxígeno y agua. Este test se hace para demostrar la presencia de la enzima en un 
microorganismo. Para ella se requiere el crecimiento puro del microorganismo en agar 
nutritivo. Si al entrar en contacto la colonia de los microorganismos con el peróxido de 
hidrógeno hay formación de burbujas indica que el microorganismo es catalasa positivo, si 
por el contrario no hay formación de burbujas, el microorganismo no posee esta enzima.  
Para la realización de este ensayo se utilizó el método del portaobjetos. Se ubicaron dos o 
tres gotas de peróxido de hidrógeno sobre la superficie del portaobjetos. Luego se tomaba 
una pequeña porción de las colonias del microorganismo puro sobre el agar nutritivo con 
asa esterilizada en llama y se ubicaba en las gotas del peróxido [101]. 
 
4.11.2 Utilización de citrato  
Esta prueba se lleva a cabo para demostrar la habilidad de un organismo para utilizar citrato 
como única fuente de carbono y energía para su crecimiento. Para ello se requiere medio de 
citrato Simmons y microorganismo aislado en agar Plate Count. 
Se esterilizó el asa en llama y se dejó enfriar. Con el asa se tomó una pequeña cantidad de 
la colonia pura del agar nutritivo y se llevó sobre el agar nutritivo. Luego se incubó a 37°C 
por 12 horas. Si se presenta cambio de color del medio de verde a azul, el microorganismo 
es positivo para la prueba de utilización de citrato, si por el contrario no hay crecimiento ni 
cambio de color del microorganismo, es negativo para esta prueba [101]. 
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4.11.3 Coagulasa 
Esta prueba se realizó para demostrar la presencia de la enzima coagulasa que causa 
aglutinamiento del plasma humano. La enzima coagulasa puede ser encontrada en dos 
formas, inmovilizada o libre, que cuando es inmovilizada se une a la pared de la célula 
bacteriana y reacciona directamente con el fibrinógeno causando aglutinamiento de los 
organismos. La coagulasa libre es excretada en el medio de cultivo, que junto con el factor 
reactivo coagulasa presente en el plasma, convierte el fibrinógeno a fibrina, resultando la 
formación de un aglomerado visible. La presencia de la enzima coagulasa ligada se 
verificaba mediante la prueba del portaobjetos. La presencia de la enzima coagulasa libre se 
verificaba mediante la prueba del tubo.  
Para la prueba de portaobjetos se ponen dos gotas de solución salina sobre la superficie del 
mismo. El asa de inoculación es esterilizaba en la llama y se dejaba enfriar. Luego se 
tomaba una pequeña porción de la colonia con el asa inoculada y se mezclaba en la gota de 
solución salina hasta lograr una suspensión uniforme. Luego se adicionaba una o dos gotas 
de plasma y se mezclaba bien con el asa. Si había formación de aglutinados blancos visibles 
el microorganismo es positivo para la enzima coagulasa, si por el contrario no había 
formación de agregados blancos, era negativo para esta prueba [101]. 
 
4.11.4 Oxidasa  
Algunos organismos poseen la enzima citocromo oxidasa la cual cataliza el transporte de 
electrones entre donadores de electrones en la bacteria y un tinte redox, el cual acepta los 
electrones cambiando su color a púrpura. Para ello un papel de prueba impregnado con 
reactivo oxidasa se ubicaba sobre la colonia en el agar nutritivo. Si se presentaba cambio de 
color a púrpura oscuro, la enzima del microorganismo era oxidasa positiva, de lo contrario 
era negativo para esta prueba [101]. 
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4.12 Prueba de toxicidad  
 
Con el objetivo de evaluar la disminución de la toxicidad del suelo como consecuencia de 
la aplicación de los protocolos de biorremediación, se hizo la determinación del efecto 
inhibidor de diluciones de las muestras de suelo sobre la luminiscencia de Vibrio fischeri 
utilizando bacterias liofilizadas de acuerdo con la norma española UNE-EN ISO 11348-1 
[82].  
La preparación de la muestra para la realización de los ensayos requiere preparación de  
solución de cloruro de sodio al 2%. Inicialmente se preparó una solución con 10g de 
muestras de suelo antes de la aplicación de protocolos de remediación y posterior a 
tratamientos de bioestímulo con adición de surfactante y adición de nutrientes; como 
control se tomó una muestra de suelo luego de 8 semanas de atenuación natural.  
A partir de esta solución inicial se prepararon cinco diluciones seriadas de cada muestra, 
tomando 500 µl de solución inicial y aforando con 500 µl adicionales de solución salina al 
2%. Las soluciones se homogenizaban mediante una ligera agitación del vial.  La solución 
salina para la preparación de control se preservaba a 15°C, al igual que los tubos que 
contenían las muestras de serie de diluciones.  
Tras un tiempo de acondicionamiento de 15 minutos de las cepas liofilizadas de Vibrio 
fischeri preparadas en medio de cultivo Biofix, se determinaba y anotaba la intensidad de la 
luminiscencia  de las suspensiones de ensayo con luminómetro Biofix. El luminómetro 
previamente había sido ajustado a un nivel apropiado próximo al máximo. Para garantizar 
que el tiempo de contacto fuese el mismo para todas las muestras se utilizaba un 
cronómetro durante la medida de las intensidades de luminiscencia a intervalos iguales de 
tiempo.  
Inmediatamente después de la medida de la luminiscencia a 500 µl de la suspensión de 
ensayo, se llevaba a un volumen total de 1 ml con las muestras diluidas y la solución de 
cloruro de sodio como control. Se mezclaba manualmente y se ponía en marcha el 
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cronómetro. Se determinaba la intensidad de luminiscencia de todos los tubos incluyendo 
los controles una vez transcurridos 15 minutos  . 
La evaluación del efecto inhibidor sobre las bacterias luminiscentes se realizaba mediante 
el cálculo del factor de corrección: 
 
Dónde es el factor de corrección para un tiempo de 15 minutos,  es la intensidad de la 
luminiscencia en la muestra de control tras un tiempo de contacto de 15 minutos en 
unidades de luminiscencia relativa e  es la intensidad de la luminiscencia de la suspensión 
de ensayo de control inmediatamente antes de la adición de diluyente en unidades de 
luminiscencia relativa. Se promediaban los valores de  de las muestras de control. Luego 
se calculaba  a partir de la ecuación: 
 
Donde  es la media de los valores de  e  es el valor corregido de  para los tubos 
de las muestras de ensayo inmediatamente antes de la adición de las muestras de ensayo. El 
efecto inhibidor de la muestra de ensayo se calculaba por la expresión:  
 
Donde  es la intensidad de la luminiscencia de la muestra de ensayo tras un tiempo de 
contacto de 15 minutos en unidades de luminiscencia relativa y  es el efecto inhibidor de 
una muestra de ensayo tras un tiempo de contacto de 15 minutos en porcentaje.  
Posteriormente se calculaba el efecto inhibidor  medio  para cada nivel de dilución en 
porcentaje, y la desviación de la determinación paralela de  a partir de su media 
respectiva para los ensayos por duplicado y en forma de porcentaje de la media en el caso 
de los controles. Para la evaluación de la relación concentración / efecto se calculaba el 
valor gamma  mediante la ecuación: 
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Donde  es el valor gamma de la muestra de ensayo tras un tiempo de contacto de 15 
minutos. 
La determinación de valores de la relación concentración / efecto se realizaba para un 
tiempo de exposición de 15 minutos mediante un análisis de regresión lineal. La relación 
concentración / efecto puede describirse mediante la siguiente ecuación:  
 
Donde  es la pendiente de la regla descrita,  es el valor de la ordenada en el origen de 
la recta descrita y  es la porción de muestra de suelo presente en la muestra de ensayo, en 
porcentaje. Se tiene que   para . 
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5. RESULTADOS 
 
5.1 Caracterización fisicoquímica y microbiológica del suelo 
 
Es importante realizar la caracterización fisicoquímica del suelo antes y después de la 
aplicación de los protocolos de remediación para evaluar el impacto de estos sobre la 
composición, textura y características del suelo. Al comparar la caracterización 
fisicoquímica obtenida para suelo sin tratamiento y posterior a la aplicación de protocolos 
de bioestímulo y bioestímulo con adición de surfactante, se tiene que el pH del suelo 
disminuyó en ambos casos a valores cercanos a 7, esto se debe a la aplicación de nutrientes 
en solución y surfactante con valores de pH que variaban en el rango 6-6.5. El nitrógeno y 
fósforo total presentes en suelo aumentaron considerablemente debido a que durante las 8 
semanas de tratamiento se hizo adición semanal de soluciones de fosfato de potasio y urea 
como fuentes de nitrógeno y fósforo para bioestímulo.  Se verificó que la concentración de 
aluminio y manganeso en suelo es baja, por tanto no es potencialmente tóxica para los 
microorganismos. 
En la tabla 4 se presentan los resultados de la caracterización fisicoquímica del suelo 
utilizado en los estudios de degradación de DDT antes y después de la aplicación de los 
protocolos de remediación.  
 
Tabla 4. Caracterización fisicoquímica del suelo 
Parámetro Suelo sin tratamiento Bioestimulación Bioestimulación con 
surfactante 
pH 8.37 7.44 7.38 
Contenido de agua  1.74% 1.43% 4.35% 
Conductividad eléctrica 0.33 dSm
-1
 0.35 dSm
-1
 0.34 dSm
-1
 
Capacidad de intercambio 
catiónico 
0.2 - - 
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Textura 
Arena 81.5% 62% 59% 
Limo 15% 11% 8% 
Arcilla 3.5% 27% 33% 
Textura Franco arenoso Franco arcillo arenoso Franco arcillo arenoso 
Nutrientes 
Nitrógeno Total Kjeldahl 1.024 mg/kg 1.835 mg/kg 1.924 mg/kg 
Nitrógeno amoniacal 2 mg/kg - - 
Nitratos 13 mg/kg - - 
Carbono orgánico total 8980.38 mg/kg 9024.32 mg/kg 9132.33 mg/kg 
Fósforo 59 mg/kg 120 mg/kg 117 mg/kg 
Metales 
Aluminio 0.2 cmolc/kg - - 
Manganeso 1 mg/kg - - 
Pesticida y metabolitos 
DDE  2,96 mg/kg 0,01 No detectable 
DDD 29,61 mg/kg 0,03 0,10 
DDT  99,46 mg/kg 5,67 20,92 
 
El análisis microbiológico de las muestras de suelo arrojó que este contenía 1.01x10
5
 
unidades formadoras de colonia y un índice de Shannon de 1.58±0.06 estimado por 
permutaciones. En la figura 4 se muestra la curva de rarefacción, donde se determinó un 
promedio de riqueza observada con seis morfotipos. 
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Figura 4. Curva de rarefacción para suelo antes de aplicación de protocolos de 
biorremediación 
 
5.2 Determinación de dosis de nutrientes mediante Método de McCarthy 
 
A continuación se muestran las reacciones generales del proceso aerobio. La semireacción 
modelo de donante de electrones se muestra por la ecuación:
 
Dónde: 
 
Aplicando esta semireacción a la molécula de DDT, se tiene que su fórmula molecular  
es C14H9Cl5 por lo tanto: 
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La ecuación resultante para la semireacción oxidativa será: 
 
Se establece que: 
 
La semireacción de aceptor de electrones en el proceso aerobio es: 
 
Las semireacciones de aceptor de electrones en el proceso anaerobio son: 
Desnitrificación:    
Sulfato reducción:     
Fermentación metanogénica:   
 
Las semireacciones de síntesis celular en el proceso aerobio y anaerobio son: 
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Para el proceso aerobio la constitución de ecuaciones será: 
 
 
 
 
Por lo tanto, para el proceso aerobio: 
 
 
La masa de suelo contaminado por cada bandeja es de 2 kg con una concentración inicial de 
DDT de 99,47 µg/g de suelo.. El peso molecular del DDT 354.49 g/mol. 
 
 
 
De estas relaciones estequiométricas se tiene que el nitrógeno requerido como amonio es: 
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De igual manera, el oxígeno requerido se calcula mediante la siguiente expresión: 
 
A partir de la concentración de nitrógeno requerida, se calcula el fósforo como ortofosfato 
requerido: 
 
De las relaciones estequiometricas consideradas se estima que el agua producida en el 
proceso de remediación si se aplican las dosis de nutrientes sugeridas por el método es: 
 
La cantidad de dióxido de carbono producido será: 
 
La cantidad de biomasa producida por las reacciones aerobias y anaerobias será: 
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5.3 Análisis de DDT, DDE y DDD por cromatografía de gases  
 
El desempeño del método era monitoreado utilizando un compuesto subrogado, con el cual 
las matrices de suelo, blancos y estándares de calibración eran dopados. Decaclorobifenilo 
(PCB 209) fue escogido como compuesto subrogado para los análisis. Las soluciones de 
estándar interno, subrogado y estándares de calibración eran almacenadas a -20°C.  
Para cada determinación de los blancos de solvente y blancos del proceso de extracción 
eran inyectados para chequear contaminación cruzada. Se verificaba que los factores de 
respuesta para los estándares de calibración estuvieran dentro del 20% de la calibración 
inicial [100], [102]. 
 
5.3.1 Rango de trabajo y linealidad 
Se prepararon soluciones de trabajo de 10 ppm a partir de estándar que contiene una mezcla 
de 20 pesticidas organoclorados, listados previamente en la sección 4.3. Los estándares de 
calibración fueron preparados a un mínimo de cinco concentraciones diferentes por 
dilución del estándar en hexano. Las concentraciones corresponden al rango de 
concentraciones esperado en las muestras y soportados por el rango lineal del detector. A 
partir de este estándar de trabajo se realizaron diluciones sucesivas a concentraciones de 50, 
100, 250, 500, 750 y 1000 µg/l para la determinación de rango y linealidad.  
Se utilizó el procedimiento de calibración del estándar interno [100]. Este incluye la 
comparación de las respuestas del instrumento para los compuestos objetivos en la muestra 
a las respuestas de estándares específicos adicionados al extracto de muestra antes de la 
inyección. La relación del área del pico del compuesto objetivo en el extracto de muestra al 
área del pico del estándar interno en la muestra se compara a una relación similar derivada 
de cada estándar de calibración. Esta relación es denominada factor de respuesta.  
Para esta calibración se adicionó 4 µl de la solución de 100 ppm de estándar interno 
decaclorobifenil, por esta razón la concentración del estándar interno fue constante en todos 
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los estándares de calibración, mientras que las concentraciones de los analitos variaban. Se 
escogió este volumen de estándar interno por representar únicamente el 0.004% del 
volumen final de extracto de suelo, inferior al 0.1% recomendado por el método para que el 
cambio en el volumen final pueda ser considerado despreciable en los cálculos. 
En las figuras 5, 6 y 7 se muestran los factores de respuesta (relación entre área del pico de 
analito y estándar interno) para las concentraciones en que fue evaluado el rango y 
linealidad para DDT, DDE y DDD respectivamente, en tres curvas diferentes cada una con 
cinco concentraciones diferentes del analito. 
 
Figura 5. Verificación de rango y linealidad para el factor de respuesta DDT  
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Figura 6. Verificación de rango y linealidad para el factor de respuesta DDE 
 
Figura 7. Verificación de rango y linealidad para el factor de respuesta DDD 
Para el decaclorobifenil, como compuesto subrogado, se le hizo también verificación de 
linealidad en el rango de trabajo como se muestra en la figura 8, con coeficientes de 
correlación superiores a 0.99. 
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Figura 8. Verificación de rango y linealidad para el factor de respuesta PCB209 
Para los tres compuestos, DDT, DDE y DDD, el coeficiente de correlación lineal es 
superior a 0.99, por tanto, se verifica la linealidad del comportamiento del factor de 
respuesta con relación a la concentración del analito en las soluciones estándar preparadas.  
En la tabla 5 se muestran las ecuaciones de la recta que relacionarán los factores de 
respuesta (x) de DDT, DDE y DDD con la concentración de analito (y) y que permitirán 
realizar la cuantificación de los compuestos en los extractos de muestra.  
Tabla 5. Ecuaciones de correlación factor de respuesta versus concentración de analito 
Analito Ecuación R
2 
DDT y = 790,2x - 67,9 0,9951 
DDE y = 300,69x - 21,733 0,9961 
DDD y = 335,57x - 3,4224 0,9975 
PCB209 y = 486,25x - 3,9141 0,9986 
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5.3.2 Límite de detección y cuantificación 
En la tabla 6 se muestran los límites de detección y cuantificación para el DDT, DDE y 
DDD. 
Tabla 6. Límites de detección y cuantificación para DDT, DDE y DDD 
Analito Límite de detección (µg/l) Límite de cuantificación (µg/l) 
DDT 26,79 47,21 
DDE 3,85 16,46 
DDD 7,39 22,87 
 
5.3.3 Porcentaje de recuperación del método 
En la tabla 7 se muestran los porcentajes de recuperación para cada analito de interés 
corregidos por el porcentaje de recuperación con el subrogado.  
Tabla 7. Porcentaje de recuperación para cada analito 
Analito Recuperación (%) 
DDT 101 (2) 
DDE 101,6 (8) 
DDD 101,3 (8) 
 
 
5.4 Experimentos de degradación 
 
5.4.1 Concentración de DDT en experimento de biorremediación 
Las figuras 9 y 10 presentan la influencia de los tratamientos de adición de surfactante y 
nutrientes en el suelo. No se observaron cambios significativos en la concentración de DDT 
en el tiempo durante el tratamiento de atenuación natural y en el control de factores 
abióticos. Los tratamientos de bioestímulo y bioestímulo con adición de surfactante 
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mostraron una significativa disminución en la concentración de DDT durante el tiempo de 
tratamiento. La principal disminución de la concentración de DDT se alcanzó después de 
tres semanas de tratamiento. 
En la figura 9 se presenta la variación de la concentración de DDT a lo largo de 8 semanas 
de tratamiento cuando fueron adicionados nutrientes y surfactante, y la variación de la 
concentración de DDT en el control de factores abióticos y en el tratamiento de atenuación 
natural. La concentración de DDT son promedios obtenidos en cada réplica realizada del 
tratamiento, y las barras de error positivo y negativo corresponden a las desviaciones 
estándar de la medición (n=4). 
 
Figura 9. Concentración remanente de DDT en suelo para cada semana de tratamiento 
mediante bioestímulo con adición de surfactante 
En el tratamiento de bioestímulo con adición de surfactante fue disminuida la concentración 
de DDT desde 99.46 mg/kg a 20.92 mg/kg (79% de disminución) luego de 8 semanas de 
tratamiento. En el tratamiento de bioestímulo con adición de surfactante, entre las semanas 
5 y 6 se presenta un incremento en la concentración de DDT de 5.76 mg/kg a 41.93 mg/kg.  
En la figura 10 se presenta la concentración remanente de DDT para el tratamiento de 
bioestímulo a lo largo de 8 semanas de tratamiento aplicado, en comparación con el control 
de factores abióticos y la concentración de DDT para la evaluación de atenuación natural.  
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Figura 10. Concentración remanente de DDT en suelo para cada semana de tratamiento 
mediante bioestímulo 
En el tratamiento de bioestímulo fue disminuida la concentración de DDT desde 99.46 
mg/kg a 5.67 mg/kg (94,3 % de remoción). Entre las semanas 5 y 6 se presentó un 
incremento en la concentración de DDT desde 8.48 mg/kg a 26.84 mg/kg, este incremento 
también se observó en el tratamiento de bioestímulo con adición de surfactante. Los 
porcentajes de remoción de DDT en los tratamientos de bioestímulo con adición de 
surfactante y bioestímulo son superiores a los obtenidos en el control por atenuación natural 
del contaminante que presentó una disminución de la concentración de DDT, luego de 8 
semanas, de 99.46 mg/kg a 95,20 mg/kg (4,28 % de remoción) y  al obtenido en el control 
de factores abióticos que presentó una disminución de concentración, luego de 8 semanas, 
de 99.46 mg/kg a 95.41 mg/kg (4.08 % de remoción). 
5.4.2 Concentración del metabolito DDE en el experimento de biorremediación 
En la figura 11 se presenta la concentración remanente en el suelo del metabolito DDE a lo 
largo de 8 semanas de tratamiento en comparación con la concentración del metabolito, 
cuantificada para la atenuación natural y el control de factores abióticos. Los valores 
mostrados son promedios obtenidos en cada réplica de tratamiento y las barras de error 
representan la desviación estándar obtenida en cada medición.   
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Figura 11. Concentración remanente de metabolito DDE en el suelo para cada semana de 
tratamiento de bioestímulo con adición de surfactante 
El tratamiento de bioestímulo con adición de surfactante permitió una disminución global 
de la concentración del metabolito DDE, luego de 8 semanas, de 2.96 mg/kg a 0.071 mg/kg 
(97,59 % de remoción). En la semana 5 y 6 se presentó un incremento en la concentración 
de DDE de 0.083 a 0.726 mg/kg correspondiente a 21.72%, en las semana 7 la 
concentración disminuyó nuevamente para obtener la remoción alcanzada. 
En la figura 12 se presenta la concentración del metabolito DDE para el tratamiento de 
bioestímulo, en comparación con la concentración del metabolito encontrado en la 
atenuación natural y en el control de factores abióticos.  
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Figura 12. Concentración remanente de metabolito DDE en el suelo para cada semana de 
tratamiento mediante bioestímulo 
El tratamiento de bioestímulo permitió una disminución de la concentración del metabolito 
DDE desde 2.96 mg/kg a 0.013 mg/kg  (99,56 % de remoción) luego de 8 semanas de 
tratamiento. Los porcentajes de remoción de DDE con respecto a la concentración inicial 
del metabolito en el suelo fueron superiores a los obtenidos en el control por atenuación 
natural, el cual presentó una disminución en la concentración de DDE de 2.96 mg/kg a 2.62 
mg/kg (11.62% de remoción). El control por factores abióticos no presentó disminución en 
la concentración del metabolito DDE, por el contrario la concentración se incrementó de 
2.96 mg/kg a 3.36 mg/kg (13.4% de incremento). 
5.4.3 Concentración del metabolito DDD en el experimento de biorremediación 
En la figura 13 se presenta la concentración del metabolito DDD para el tratamiento con 
adición de surfactante en comparación con la concentración obtenida en la atenuación 
natural y en el control de factores abióticos. 
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Figura 13. Concentración remanente de metabolito DDD en el suelo en cada semana de 
tratamiento mediante bioestímulo con adición de surfactante 
La concentración del metabolito DDD en el tratamiento de bioestímulo con adición de 
surfactante disminuye de 29,61 mg/kg a 0,103 mg/kg (99.65% de remoción) luego de 8 
semanas de tratamiento. 
En la figura 14 se presenta la concentración remanente del metabolito DDD en suelo en el 
tratamiento de bioestímulo en comparación con la concentración cuantificada en la 
atenuación natural y en el control de factores abióticos.  
 
Figura 14. Concentración metabolito DDD para cada semana de tratamiento mediante 
bioestímulo 
0
10
20
30
40
50
60
0 2 4 6 8
C
o
n
ce
n
tr
a
ci
ó
n
 d
e 
D
D
D
 
(m
g
/k
g
)
Semana
Surfactante Atenuación Abióticos
-10
0
10
20
30
40
50
60
0 2 4 6 8
C
o
n
ce
n
tr
a
ci
ó
n
 d
e 
D
D
D
 
(m
g
/k
g
)
Semana
Bioestímulo Atenuación Abióticos
79 
 
En el tratamiento de bioestímulo, la concentración de DDD varió de 29.61 mg/kg a 0.028 
mg/kg (99.90 % de remoción). En el control por atenuación natural del contaminante se 
presentó una disminución en la concentración del metabolito DDD de 29.609 mg/kg a 
25.16 mg/kg (15.02% de remoción). Al igual que con el metabolito DDE, en el control por 
factores abióticos se presentó un incremento en la concentración de DDD, luego de 8 
semanas de tratamiento, incrementando de 29.61 mg/kg a 51.03 mg/kg (72.36% de 
incremento). 
 
5.5 Efecto de los tratamientos en la tasa de degradación de DDT  
 
5.5.1 Análisis de varianza (ANOVA) 
Los resultados del análisis de varianza realizados en sistema SAS para Windows Pre-
production Versión 9.00 Nivel TS 00M0 se muestran en el anexo 1 de este documento.  
El resultado del análisis de varianza se utilizó para determinar la diferencia de valores 
medios de concentración remanente de DDT y metabolitos DDE y DDD entre  los 
tratamientos de bioestímulo con adición de surfactante, bioestímulo, atenuación natural y 
descontaminación por factores abióticos. Con este se puede concluir que la concentración 
de DDT remanente en el suelo medida semanalmente durante 8 semanas de tratamiento 
difiere entre al menos dos de los tratamientos efectuados, y los cuales fueron comparados 
(valor p<0.0001) con un nivel de significancia α del 5%.  Este análisis de varianza se 
realiza a partir de un diseño experimental completamente al azar. Para este supuesto se 
comprueba la homogeneidad de la varianza (valor p=0.2868) mediante el Test Brown y 
Forsythe para un nivel de significancia α del 5%. Con este análisis se concluye que el valor 
medio de la concentración de DDT en el tratamiento de bioestímulo es 26.397±32.843 
mg/kg, inferior al valor medio de la concentración de DDT para el tratamiento por 
bioestímulo con adición de surfactante de 30.048± 28.559142 mg/kg, ambos a su vez 
inferiores al control por atenuación natural 99.582±5.032 mg/kg y al control por factores 
abióticos de 109.798±10.32 mg/kg. 
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En cuanto al efecto de los tratamientos en la concentración remanente en el suelo del 
metabolito DDE se tiene que esta difiere entre al menos dos de los tratamientos, los cuales 
fueron comparados con un nivel de significancia α del 5% (valor p<0.0001). Para este 
análisis, la homogeneidad de varianza fue comprobada mediante el Test de Levene (valor 
p=0.1875) y el Test Brown y Forsythe (valor p=0.6888) para un nivel de significancia α de 
5%. El valor medio de la concentración de DDE para el tratamiento de bioestímulo es 
0.4368±0.9801 mg/kg, mientras que para el tratamiento por bioestímulo con adición de 
surfactante, el valor medio es de 0.446±0.999 mg/kg, ambos inferiores a los obtenidos en el 
control por atenuación natural de 2.84±0.2075 mg/kg y al control por factores abióticos de 
3.787±0.403 mg/kg.  
La concentración remanente en el suelo del metabolito DDD difiere entre al menos dos de 
los tratamientos comparados con un nivel de significancia α del 5% (valor p<0.0001). Para 
este análisis, la homogeneidad de varianza fue comprobada mediante el Test de Levene 
(valor p=0.1912) y el Test Brown y Forsythe (valor p=0.7137) para un nivel de 
significancia α de 5%. El valor medio de concentración de DDD para el tratamiento de 
bioestímulo es 5.245±9.915 mg/kg, inferior al de la concentración de DDD media en el 
tratamiento de bioestímulo con adición de surfactante de 5.911±9.960 mg/kg. Ambos 
fueron inferiores al valor medio de la concentración de DDD obtenida para el control por 
atenuación natural de 27.811±2.375 mg/kg  y del control por factores abióticos de 
29.227±9.165 mg/kg. 
En la figura 15 se muestra el diagrama de caja que compara valores medios de 
concentración remanente de DDT en suelo en ocho semanas de tratamiento, para el 
tratamiento de bioestímulo con adición de surfactante y bioestímulo con el control por 
atenuación natural. Esta gráfica ha sido elaborada con el software Minitab versión 16.0. 
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Figura 15. Diagrama de caja para comparación de tratamientos. S: Bioestímulo con adición 
de surfactante, B: Bioestímulo, A: Atenuación natural 
El valor medio del tratamiento por bioestímulo es más bajo que el valor medio del 
tratamiento por bioestímulo con adición de surfactante, considerando que el análisis de 
varianza arrojó diferencia significativa para la media de los valores de los tratamientos, 
concluyéndose que el tratamiento por bioestímulo es el más efectivo para la remoción de 
DDT de los considerados en esta investigación.  
 
5.5.2 Análisis de medidas repetidas 
Se realizó el análisis de medidas repetidas considerando que las unidades experimentales 
estaban conformadas por bacterias, que requerían un seguimiento a través del tiempo de la 
concentración de DDT. Se examinaron y compararon tendencias en el tiempo de respuestas 
a los tratamientos, considerando los efectos simples de los tratamientos al compararlos en 
tiempos y específicos.  
Para este análisis se compararon los valores de concentración remanente de DDT en suelo 
para dos tratamientos aplicados, bioestímulo y bioestímulo con adición de surfactante, con 
el control por atenuación natural, usando una estructura unifactorial de los tratamientos y 
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un esquema de aleatorización completamente al azar con dos repeticiones y 8 lecturas en el 
tiempo.  
Este análisis fue desarrollado en S SAS para Windows Pre-production Versión 9.00 Nivel 
TS 00M0. Los resultados detallados se encuentran en el anexo 2. El criterio de información 
bayesiano (BIC) señaló la estructura simétrica compuesta como mejor opción para la 
realización del análisis de medidas repetidas. La comparación de medias permitió verificar 
la no significancia de la interacción (valor p<0.0001) indicando que las diferencias entre 
tratamientos son consistentes en el tiempo. Posteriormente se evaluaron diferencias de 
medias para los tratamientos en el tiempo para un nivel de significancia del 5%.  
En el tratamiento por bioestímulo con adición de surfactante presentó una diferencia 
significativa de la concentración remanente de DDT en suelo , con respecto del inicio del 
tratamiento, luego de la tercera semana (valor p=0.0218). Al comparar el tratamiento de 
bioestímulo con adición de surfactante con el tratamiento de bioestímulo, solo se presenta 
una diferencia significativa en la concentración de DDT en la séptima semana de 
tratamiento (valor p=0.0127), diferencia que se mantiene estadísticamente significativa para 
la octava semana (valor p=0.0485). 
En el tratamiento por bioestímulo presentó una diferencia significativa de la concentración 
remanente de DDT en suelo, con respecto al inicio del tratamiento, desde la segunda 
semana (valor p=0.0082). 
Al comparar los tratamientos de bioestímulo y bioestímulo con adición de surfactante con 
el control por atenuación natural, se tiene que desde la primera semana de tratamiento se 
presentó una diferencia significativa en la concentración de DDT, entre cada uno de los 
tratamientos y el control, diferencia que se mantuvo por las 8 semanas de tratamiento (valor 
p<0.0001). 
5.6 Efecto de los tratamientos sobre pH y humedad del suelo 
En la figura 16 se presenta el efecto de la adición de surfactante y nutrientes con el pH del 
suelo durante la degradación de DDT y sus metabolitos.  
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Figura 16. Valores de pH para los protocolos de biorremediación en cada semana de 
tratamiento 
En la figura 17 se presentan los porcentajes de humedad medidos para cada réplica de 
tratamiento en 8 semanas de aplicación de los protocolos de remediación. Las muestras 
para medición de humedad eran recolectadas seis días después de la aplicación de los 
pulsos de agua con nutrientes en solución aplicados semanalmente para mantener la 
humedad. 
 
Figura 17. Valores de humedad los protocolos de biorremediación en cada semana de 
tratamiento 
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Los porcentajes de humedad para las dos réplicas con el tratamiento por bioestímulo con 
adición de surfactante, durante las 7 primeras semanas, estuvieron en el rango de 10 a 15%. 
En la 8 semana de tratamiento, los porcentajes disminuyeron al rango 3.63 a 4.35%, debido 
a que en la última semana de tratamiento, no se efectuó la respectiva aplicación de pulsos 
de agua para el mantenimiento de la humedad.  
Las dos réplicas realizadas para el tratamiento de bioestímulo presentaron valores de 
humedad que variaban desde 10 a 18% de humedad, a lo largo de las 7 primeras semanas 
de tratamiento. Por la ausencia de la aplicación de pulsos de agua en la última semana de 
tratamiento se presentó una disminución de la humedad hasta el rango de 1.43 a 1.41%.  
La humedad del control por atenuación natural se mantuvo en el rango 1.1 a 2.2% durante 
el tiempo de tratamiento. A este control no se hizo adición de pulsos de agua para controlar 
la humedad.  
El control por factores abióticos presentó valores de humedad que se mantuvieron en el 
rango de 13.84% a 24.4% a lo largo de las 8 semanas de tratamiento. Esta elevada humedad 
se debe a la aplicación semanal de solución de 20 mM de azida de sodio para inhibir la 
actividad microbiana en el suelo. 
 
5.7 Recuento de bacterias heterótrofas durante el experimento de biorremediación 
 
En la figura 18 se presenta el recuento semanal de bacterias heterótrofos para 8 semanas de 
tratamiento, que crecieron en agar Plate Count luego de 48 horas de incubación a 35°C 
para los tratamientos de bioestímulo con adición de surfactante, bioestímulo y controles de 
atenuación natural y factores abióticos. 
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Figura 18. Recuento de bacterias heterótrofas para los tratamientos de bioestímulo y 
bioestímulo con adición de surfactante, controles por atenuación natural y factores abióticos 
La cantidad de bacterias en UFC presentes durante todo el tratamiento presentaron un 
notable incremento en la segunda semana de tratamiento, incremento que se mantuvo 
vigente hasta la tercera semana para el tratamiento de bioestímulo, luego de la tercera 
semana la cantidad de bacterias heterótrofas presentes se mantuvo constante. 
 
5.8 Identificación morfológica y bioquímica de bacterias aisladas durante la 
biorremediación 
 
Este suelo durante ocho semanas de aplicación de protocolos de remediación se presentó 
disminución en la concentración de DDT, bajo condiciones aerobias, por lo que de dicho 
suelos se aislaron bacterias que predominaron durante el experimento de biorremediación 
para la identificación bioquímica y molecular. 
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 En la figura 19 se muestran fotografías de colonias de algunos aislados bacterianos que 
crecieron en agar Plate Count luego de 48 horas de incubación a 35°C.     
A.              B.      C. 
Figura 19. Fotografías de morfologías de colonias de aislados bacterianos que crecieron en 
agar Plate Count. A. Aislado de tratamiento bioestímulo en la séptima semana de 
tratamiento. B. Aislado de tratamiento por bioestímulo con adición de surfactante en la 
sexta semana de tratamiento. C Aislado de control por atenuación natural en la segunda 
semana de tratamiento. 
Estos aislados bacterianos se hicieron a partir de las colonias que crecieron de la 
inoculación de diluciones seriadas de muestras de suelo en solución salina al 0.9% en agar 
Plate Count para el recuento de bacterias heterótrofos.  
En la tabla 8 se muestran los resultados obtenidos para las pruebas bioquímicas realizadas a 
los bacterias aislados durante el experimento de biorremediación. Se aislaron 41 tipos de 
bacterias a lo largo de 8 semanas de biorremediación. Todas las bacterias aisladas crecieron 
en agar Plate Count luego de 48 horas de incubación a 35°C.  
Tabla 8. Caracterización morfológica y bioquímica de bacterias aislados durante la 
biorremediación 
Semana Tratamiento Gram Catalasa Oxidasa Citrato Coagulasa Número 
2 Atenuación - + - + + 1 
3 Bioestímulo + - - - - 2 
3 Bioestímulo + + - - + 3 
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3 Surfactante + + + - + 4 
3 Surfactante - - + - + 5 
3 Surfactante + + - + + 6 
4 Abióticos + - - + + 7 
4 Bioestímulo + - - + + 8 
4 Bioestímulo - + - + + 9 
4 Surfactante + - - - + 10 
4 Surfactante - + + - + 11 
4 Atenuación - + - + + 12 
4 Abióticos - + - - + 13 
4 Surfactante + + + - + 14 
4 Surfactante + + - - + 15 
4 Bioestímulo - + + + + 16 
4 Bioestímulo + - - - + 17 
5 Atenuación - - + - + 18 
5 Surfactante - + - + + 19 
5 Surfactante - + + + + 20 
5 Bioestímulo - - - + + 21 
6 Atenuación + + + - - 22 
6 Bioestímulo + + + - + 23 
6 Bioestímulo - + + + + 24 
6 Surfactante + + - - + 25 
6 Surfactante - - + - + 26 
6 Surfactante + - + - - 27 
6 Surfactante + + + - + 28 
6 Surfactante + + + - + 29 
6 Surfactante + + + - - 30 
6 Atenuación - - - - + 31 
6 Bioestímulo - + - + + 32 
6 Bioestímulo + + - - + 33 
7 Surfactante + + + - + 34 
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7 Surfactante - - - - + 35 
7 Atenuación + - - - + 36 
7 Surfactante - + - - + 37 
7 Surfactante + + - - + 38 
7 Surfactante + + - - + 39 
7 Bioestímulo + - + - + 40 
7 Bioestímulo - - + + + 41 
 
5.9 Identificación molecular de bacterias aisladas durante la biorremediación 
 
 Se llevaba a cabo reacción en cadena de polimerasa (PCR) a los extractos de ADN 
obtenidos a partir de las colonias, bajo las condiciones descritas en la sección 4.10. Se 
observó amplificación de 28 de 41 extractos de ADN, no fue posible llevar a cabo la 
amplificación de los trece extractos de ADN restantes con los primers disponibles en el 
laboratorio, a pesar de que se realizaron modificaciones en el perfil térmico para la PCR.  
En el anexo 6 se muestran los geles de agarosa con fragmentos amplificados mediante PCR 
de algunos extractos de ADN.  
El marcador de peso utilizado en este gel de agarosa fue HyperLadder™ II  Cat No.BIO-
33039 marca Bioline. Los fragmentos de ADN amplificados mediante PCR tienen un 
tamaño aproximado de 1600 bp.  
Los fragmentos amplificados, luego de ser purificados fueron secuenciados por Macrogen 
Inc. Las secuencias obtenidas fueron editadas utilizando el criterio de calidad del 
cromatograma con el software Geneious Pro 5.6.5. Los fragmentos que presentaban baja 
calidad en las secuencias fueron eliminados hasta obtener un porcentaje de bases sin 
recortar de alta calidad superior al 95%. Posterior a la edición, se realizó la búsqueda con la 
herramienta de alineación básica local BLAST, mediante el programa nucleotide blast y 
optimizando mediante el algoritmo megablast que realiza la búsqueda con secuencias 
altamente similares. En la tabla 10 se muestran las identidades de las bacterias aisladas y el 
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porcentaje de similaridad obtenido en la búsqueda BLAST para 18 géneros, para los otros 
restantes no se obtuvo una buena calidad de la secuencia. Las secuencias FASTA editadas 
con las que se realizó la búsqueda BLAST se muestran en el anexo 3. 
Tabla 9. Identidad de bacterias aisladas y porcentaje de similaridad obtenido en búsqueda 
BLAST 
Número  Bacteria aislada Número de 
acceso 
Cubrimiento 
de la secuencia 
Identidad 
máxima 
3 Bacillus thuringiensis KC574668 100% 100% 
13 Bacillus thuringiensis KC574669 100% 100% 
14 Bacillus thuringiensis KC574670 100% 100% 
15 Bacillus thuringiensis KC574671 100% 100% 
18 Flavobacterium sp. KC574672 100% 99% 
19 Cupriavidus sp. KC574673 100% 100% 
24 Bacillus thuringiensis KC574674 100% 99% 
25 Thermomonas sp. KC574675 100% 100% 
26 Variovorax soli KC574676 100% 100% 
27 Phenylobacterium sp. KC574677 100% 99% 
29 Bacillus thuringiensis KC574678 100% 100% 
31 Flavobacterium sp. KC574679 100% 99% 
35 Bacillus thuringiensis KC574680 100% 100% 
36 Lysobacter sp. KC574681 100% 99% 
37 Bosea sp. KC574682 100% 100% 
38 Lysobacter sp. KC574683 100% 99% 
39 Salmonella enterica KC574684 100% 100% 
41 Flavobacterium sp. KC574685 100% 98% 
 
5.10 Prueba de toxicidad  
 
En la figura 20 se muestran los resultados de concentración efectiva media (CE50) que 
corresponde a la concentración de suelo suspendido en proporción (1:1) que afecta el 50% 
de la población de microorganismos utilizados en la prueba de toxicidad (Vibrio fischeri) 
[82].  
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Figura 20. Relación concentración/efecto para un tiempo de exposición de 15 minutos 
La concentración CE50 para un tiempo de exposición de 15 minutos fue de 0.4% cuando la 
suspensión de suelo para la elaboración de la prueba fue preparada con suelo antes de 
aplicarse los protocolos de biorremediación. Luego de 8 semanas de aplicación de 
tratamiento bioestímulo con adición de surfactante, la CE50 aumentó a 26,9%, de igual 
manera para el tratamiento de bioestímulo, el valor de CE50 aumentó a 27,2%. Estos valores 
de CE50 son superiores al valor obtenido para el suelo luego de 8 semanas de atenuación 
natural que fue 2.5%. 
5.11 Análisis del suelo mediante microscopía electrónica de barrido (SEM) y 
espectroscopia de energía dispersiva (EDS) 
 
En la figura 21 se muestran las imágenes tomadas mediante microscopía electrónica de 
barrido para el suelo antes y después de la aplicación de los protocolos de biorremediación.  
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C 
Figura 21. Imágenes obtenidas del suelo a 3000X antes y después de la aplicación de 
protocolos de remediación mediante microscopia electrónica de barrido (SEM). A. Suelo 
sin tratamiento B. Suelo luego de 8 semanas de tratamiento por bioestímulo con  adición de 
surfactante. C. Suelo luego de 8 semanas de tratamiento por bioestímulo 
El análisis por microscopía electrónica de barrido de las partículas del suelo mostró una 
estructura regular con una región externa suavizada, algunas zonas ásperas y cavidades 
abiertas. La colonización de la superficie del suelo era bastante escasa antes de la 
aplicación de los protocolos de remediación, pero en la semana 8 de tratamiento hubo un 
considerable desarrollo de las bacterias en las partículas del suelo.  
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Los resultados del análisis de espectroscopia de energía dispersiva (EDS) se muestran en la 
figura 22 para el suelo antes y después de la aplicación de protocolos de remediación 
A       B 
 
 
                            C 
 
Figura 22. Espectros obtenidos mediante EDS para suelo antes y después de aplicación de 
protocolos de remediación. A. Suelo sin tratamiento B. Suelo luego de 8 semanas de 
tratamiento por bioestímulo con adición de surfactante. C. Suelo luego de 8 semanas de 
tratamiento por bioestímulo 
La presencia de metales como calcio, hierro, potasio, aluminio y sílice en el suelo al inicio 
del tratamiento, al igual que en menor proporción, sodio y nitrógeno fue verificada 
mediante espectroscopia de energía dispersiva (EDS). Luego de ocho semanas de 
tratamiento por bioestímulo con adición de surfactante se tiene que no hay presencia de 
sodio  como se indica con la flecha en la figura 22 B. En el tratamiento por bioestímulo, 
luego de ocho semanas de tratamiento no se detectó presencia de magnesio en el suelo 
como indica la flecha en la figura 22 C. La disminución en la concentración de estos 
metales revelada por los espectros del suelo, permiten inferir que las bacterias han realizado 
adsorción de elementos presentes en el suelo. La habilidad de las bacterias para utilizar 
sodio y magnesio en la degradación de DDT ha sido verificada en investigaciones previas 
93 
 
[103]. Las concentraciones de cada elemento, espectros y microfotografías obtenidos 
mediante análisis de EDS se muestran en el anexo 5. 
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6. DISCUSIÓN 
 
Una consecuencia del prolongado uso de DDT durante muchos años en Colombia fue la 
contaminación de los suelos y el ambiente. Los residuos de este compuesto químico aún 
persisten en el suelo, convirtiéndose en una amenaza a la salud humana y animal [104]. 
Para eliminar éste contaminante y sus productos de degradación  del suelo, en el presente 
trabajo se ensayaron bacterias nativas provenientes de suelos contaminados con el mismo 
DDT, para mejorar su habilidad degradativa se adicionaron nutrientes y surfactante, lo que 
permite aumentar la biodisponibilidad del contaminante. En este estudio se ha demostrado 
la habilidad degradativa de bacterias nativas de suelo con amplio historial de contaminación 
por DDT. 
Se realizaron réplicas de estudio en los microcosmos para evaluar las condiciones aplicadas 
de adición de nutrientes y adición de surfactante. Dos réplicas fueron preparadas para cada 
tratamiento con intervalos de muestreo semanales, a excepción del control con actividad 
biológica inhibida que fue muestreado en las semanas 1, 3, 6 y 8 de  tratamiento. Todos los 
microcosmos consistían en bandejas con 2 kg de suelo y 200 ml de solución acuosa con 
nutrientes de fósforo y nitrógeno. El surfactante fue adicionado en el inicio de tratamiento a 
las dos réplicas estudiadas.  
Se utilizó un análisis de medidas repetidas para la concentración de DDT usando estructura 
simétrica compuesta y comparación de medias por diferencia de mínimos cuadrados para 
analizar los grupos de datos en las 8 semanas de tratamiento en comparación con la 
concentración inicial de DDT presente en el suelo. Las concentraciones totales de DDT y 
metabolitos DDE y DDD eran significativamente diferentes en los microcosmos que se 
había adicionado surfactante y nutrientes, como se ha verificado en investigaciones previas 
para similares tratamientos de suelo contaminado [97]. 
Aunque se ha demostrado que las diferentes texturas del suelo no influyen en la retención 
de contaminantes hidrofóbicos, la textura arenosa del suelo y la ausencia de materia 
orgánica asociada facilita el drenaje del agua, reduciendo las fuerzas de adsorción y 
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capilaridad [105]. Por tanto es importante evaluar la textura del suelo antes y después de la 
aplicación de los protocolos de remediación. El análisis del suelo indicó un aumento en el 
porcentaje de arcilla del mismo, siendo mayor en el tratamiento por bioestímulo con 
adición de surfactante, aunque su característica principal fue un contenido elevado de arena. 
De igual manera, se observaron cambios en el pH del suelo, siendo este más cercano a la 
neutralidad después del tratamiento. La conductividad eléctrica del suelo no se modificó 
después de los tratamientos.   
Estudios han demostrado que la adición de nitrógeno y fósforo al suelo contaminado con 
compuestos orgánicos estimula la biodegradación de estos compuestos e incrementa la 
abundancia de especies microbianas. La cantidad de nitrógeno y fósforo requeridas para la 
biodegradación debe reflejar la cantidad que debe ser incorporada en la biomasa que es 
formada a medida que los microorganismos utilizan la fuente de carbono contaminante para 
crecimiento [106].  Aplicando el método McCarthy se determinó mediante relaciones 
estequiométricas que el nitrógeno requerido como amonio para realizar la del gradación del 
DDT presente en el suelo era de 0.0155 g NH3, al igual que se requerían 0.002583 g de 
fósforo como ortofosfato, para obtener una relación C:N:P de 100:8:1, comparable con lo 
reportado en la literatura para estudios de biorremediación [32], [106]. La adición de esta 
cantidad de nutrientes se hizo en pulsos semanales, esto se vio reflejado en un incremento 
en la concentración de nutrientes al realizar la caracterización fisicoquímica del suelo. El 
carbono orgánico total sufrió un incremento de 0.49 % en el tratamiento por adición de 
bioestímulo y de 1.7% en el tratamiento por bioestímulo con adición de surfactante. La 
concentración de fósforo se incrementó en 50.83% en el tratamiento por bioestímulo y  
49.57% en el tratamiento por bioestímulo con adición de surfactante. 
El efecto tóxico de metales pesados como el aluminio y manganeso en los microorganismos 
del suelo ha sido estudiado ampliamente. Su presencia puede afectar la tasa de respiración 
de los microorganismos, al igual que la actividad bacteriana medida por la tasa de 
incorporación de timidina también puede reducirse por contaminación con metales pesados 
[107]. La toxicidad de formas solubles de ciertos metales puede afectar bacterias Gram 
positivas, Pseudomonas sp. a pesar de su alta tolerancia a metales y bacterias Gram 
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negativas [108]. En el suelo, los metales pueden estar unidos a materiales orgánicos tales 
como ácidos húmicos, fúlvicos y proteínas. Estos efectos tóxicos sobre las bacterias pueden 
ser reducidos por las partículas de arcilla, habilidad que está correlacionada con su 
capacidad de intercambio catiónico [109].  En el suelo estudiado las concentraciones de 
aluminio y manganeso encontradas fueron de 0.2 cmolc/kg y 1 mg/kg respectivamente. La 
capacidad de intercambio catiónico del suelo fue de 0.2, el cual es un valor bajo para un 
suelo franco arenoso [110]. La presencia de metales puede afectar las poblaciones 
bacterianas prospectivamente involucradas en el proceso de biorremediación  
El análisis microbiológico inicial de las muestras de suelos obtuvo como resultado un 
recuento de bacterias heterótrofas de 1.01 x10
5
 UFC y un índice de Shannon de 1.58±0.06 
estimado por permutaciones. Este índice presenta valores normales en el rango 1.5- 3.5, por 
tanto el valor obtenido para el suelo antes del tratamiento indica baja diversidad, 
considerando que se requieren 10
5
 especies para producir un valor de diversidad de 
Shannon superior a 5 [111]. Mediante elaboración de curva de rarefacción, se determinó un 
promedio de riqueza observada con seis morfotipos, lo que sugiere poca riqueza, con seis 
tipos de colonias diferentes, cada una bien representada en la población y baja probabilidad 
de descubrir nuevos morfotipos cultivables. 
La concentración inicial de DDT en este suelo fue cuantificada, se detectó un valor de 
99.46 mg/kg, al igual que sus metabolitos DDE y DDD con una concentración de 2.86 
mg/kg y 29.61 mg/kg respectivamente. Luego de la aplicación de los protocolos de 
remediación, la concentración de DDT fue reducida en 79%  con el tratamiento de 
bioestímulo con adición de surfactante por 8 semanas, y para este mismo tiempo, con el 
tratamiento de bioestímulo fue reducida la concentración de DDT en 94.3%, mientras que 
en el control por atenuación natural hubo una disminución de la concentración de DDT de 
4.28%, cercano a la reducción por factores abióticos del 4.08%. Se comprobó que la 
diferencia entre el tratamiento de bioestímulo con adición de surfactante y bioestímulo es 
estadísticamente significativa con un nivel de confianza del 95%. En ambos tratamientos 
aplicados la reducción más significativa en la concentración de DDT fue observada luego 
de 3 semanas de tratamiento. Este tiempo de degradación de DDT es consecuente con 
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valores encontrados de 17 días para una concentración inicial de DDT de 50 mg/kg de 
suelo [68]. En previas investigaciones se ha demostrado que el DDT se degrada 
rápidamente en suelos tropicales cálidos y húmedos, como el utilizado en este estudio de 
investigación, que en suelos templados. Esta rápida desaparición se atribuye a procesos de 
volatilización y biodegradación, y es proporcional a incrementos en la humedad y actividad 
microbiana del suelo [27]. De igual manera la adición de nutrientes resulta en un 
incremento en la remoción de DDT debido a que las enzimas de las bacterias involucradas 
en este proceso pueden actuar de forma cometabólica, como se ha demostrado previamente 
[32]. 
La disminución significativa de DDT y metabolitos durante la tercera semana de 
tratamiento puede estar asociada con un incremento significativo en la biomasa presente en 
el suelo tratado con protocolos de bioestímulo y bioestímulo con adición de surfactante, 
como se comprobó mediante el recuento de bacterias heterótrofas realizado para las 8 
semanas de tratamiento. Esta tasa incremento en la población microbiana se mantuvo hasta 
la tercera semana para el tratamiento de bioestímulo. 
Entre las semanas 5 y 6 se presenta un incremento en la concentración de DDT de 57.84% 
con respecto del valor inicial de concentración de DDT. Debido a los controles analíticos 
utilizados para la cuantificación de los contaminantes, es posible descartar errores en la 
identificación de los compuestos, por tanto, este incremento se atribuye a una posible 
desorción del contaminante de la matriz del suelo producto de la actividad bacteriana. En la 
semana 7 de tratamiento, se presenta una nueva disminución de 20.61% de la concentración 
de DDT. En el tratamiento por bioestímulo, entre las semanas 5 y 6 también se presenta un 
incremento de la concentración de DDT de 18.45%, siendo este menor al presentado en el 
tratamiento por bioestímulo con adición de surfactante. Por esta razón, es posible afirmar 
que la desorción del contaminante de la matriz del suelo fue potenciada por la presencia del 
surfactante. Entre las semanas 5 y 6 de tratamiento por adición de surfactante la 
concentración de DDE también sufrió un incremento de 21.62% con respecto de la 
concentración inicial de DDE encontrada en el suelo. Este incremento corresponde con el 
presentado en la concentración de DDT y se debe a que el DDE es el principal metabolito 
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de degradación de DDT en condiciones aerobias [12]. Este aumento en la concentración de 
DDT y DDE en la semana 5, no modificó el perfil de concentración de DDD en estas 
semanas de tratamiento. 
Mediante análisis de varianza a partir de un diseño experimental completamente al azar se 
comprobó que los valores medidos de concentración de DDT difieren entre al menos dos de 
los tratamientos efectuados (valor p<0.0001). Para comprobar las diferencias a través del 
tiempo se realizó análisis de medidas repetidas, en el que se comprobó que las diferencias 
de concentración de DDT entre los tratamientos son consistentes en el tiempo. Además se 
verificó que luego de la tercera semana de tratamiento se presentó una variación 
significativa en la concentración de DDT con respecto de la concentración inicial de DDT 
en suelo para el tratamiento por bioestímulo con adición de surfactante, mientras que para 
el tratamiento por bioestímulo la diferencia significativa en la concentración de DDT se 
presentó desde la segunda semana de tratamiento. Al comparar los tratamientos de 
bioestímulo y bioestímulo con adición de surfactante con el control por atenuación natural, 
se presentó una diferencia significativa en la concentración de DDT desde la primera 
semana de tratamiento, al igual que al efectuar esta comparación con el control de factores 
abióticos. 
Sustancias como el DDT que permanecen en la fase no acuosa son llamados líquidos de la 
fase no acuosa (NAPL). Los surfactantes pueden ser usados para desplazar los NAPLs 
mediante reducción de la tensión interfacial entre el NAPL y el agua, ya que estas fuerzas 
pueden restringir su movilidad, considerando que la solubilidad en agua es el mecanismo 
controlante en la remoción de contaminantes orgánicos [112]. Luego, el contaminante 
movilizado puede ser degradado por los microorganismos gracias al incremento en su 
biodisponibilidad [113] y su transferencia a la fase acuosa, donde los microorganismos son 
activos [105]. La adición de surfactante se hizo al inicio del tratamiento en una 
concentración de 6.55 mg/g de suelo de manera tal que se asegurara el proceso de 
solubilización micelar, como se ha aplicado en previas investigaciones de remediación de 
suelos arenosos [114]. El potencial rol del surfactante en la biodegradación no es claro en 
estos experimentos, de hecho mostró un efecto inhibitorio en la degradación del DDT, ya 
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que en teoría este debería incrementar la biodisponibilidad del DDT y metabolitos por 
solubilización de la contaminación original y decloración del DDT biodisponible [97].  
El parámetro más importante en términos de la habilidad de un surfactante de movilizar 
xenobióticos hidrofóbicos en suelo contaminado es la concentración crítica de micela 
(CMC), concentraciones de surfactante en agua-suelo inferiores a CMC tienen poco  o 
ningún efecto en la solubilización de materiales hidrofóbicos [115]. Considerando entonces 
que únicamente cuando las micelas están presentes hay desorción significativa de los 
contaminantes de las superficies del suelo, es factible que la cantidad de surfactante 
aplicada en este tratamiento no fue efectiva en la formación de micelas, se conoce también 
que bajo algunas condiciones la presencia de surfactante puede mejorar la adsorción de 
xenobióticos hidrofóbicos al suelo, lo cual puede justificar el efecto inhibitorio de la 
presencia de Tween 80 en el tratamiento de remediación estudiado.  
Estudios previos han demostrado que el aumento de carbono orgánico disuelto puede 
estimular el crecimiento bacteriano y metabolismo, debido a grandes cantidades de sustrato 
disponible [103]. De acuerdo con esto, el aumento en el crecimiento bacteriano puede haber 
aumentado las tasas de transformación de DDT y metabolitos, aunque, la naturaleza del 
carbono orgánico disuelto es importante, ya que debe estar en una forma tal que sea 
utilizable por las bacterias. En consecuencia, es factible que la presencia de surfactante 
haya solubilizado fuentes de carbono diferentes al DDT, que fueron fácilmente asimilables 
por las bacterias, lo cual pudo haber influido sobre el efecto inhibitorio de la presencia de 
surfactante en la remoción de DDT y metabolitos.  
Ha sido demostrado que la aplicación de surfactantes a suelos enriquecidos que degradan 
contaminantes insolubles en agua alteran las poblaciones microbianas responsables por la 
degradación, teniendo implicaciones en el proceso de biorremediación [47]. Aunque los 
surfactantes mejoran la solubilización de los contaminantes, el efecto inhibitorio de la 
adición de surfactante sobre la degradación de DDT puede deberse a un posible efecto 
tóxico y baja biocompatibilidad del compuesto sobre las poblaciones de bacterias 
degradadoras, incluso puede ser considerado como un contaminante adicional [105]. Es 
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posible entonces que la presencia de surfactante haya disminuido la presencia de 
poblaciones microbianas degradadoras de DDT presentes en el suelo, y por tanto reducido 
también la eficiencia del tratamiento en la remoción de DDT y metabolitos. Se ha 
comprobado también que en ciertos tipos de suelos, cuando el surfactante ha tenido poco 
efecto en el comportamiento del contaminante adsorbido a bajas o altas concentraciones, 
puede deberse a la mineralogía de la arcilla del suelo, ya que las cargas superficiales 
pueden ser altamente negativas resultando en repulsión electrostática del surfactante [115]. 
En previas investigaciones se ha demostrado que la degradación de DDT y metabolitos es 
más favorable a pH cercano a 7, que a valores de pH básicos cercanos a 9 [68]. Por tanto, la 
degradación pudo ser favorecida en los tratamientos de bioestímulo y surfactante debido a 
que el pH durante las 8 semanas de tratamiento estuvo en el rango de 7-7.5, en comparación 
con el pH en los ensayos de control por atenuación natural y por factores abióticos que 
estuvo por arriba de 8. Se ha demostrado en experimentos de degradación bacteriana que el 
máximo de remoción de DDT se logra a pH de 7 [64]. 
La concentración del metabolito DDE disminuyó en las dos primeras semanas de 
tratamiento por bioestímulo con adición de surfactante hasta valores por debajo del límite 
de cuantificación del método. Para la tercera semana su concentración aumentó hasta 0.028 
mg/kg y continuó su incremento hasta la 6 semana de tratamiento hasta 0.726 mg/kg, para 
luego disminuir hasta alcanzar un porcentaje de remoción total de 97.59% en relación con 
la concentración inicial presente en el suelo. Similar tendencia se presentó en el tratamiento 
por bioestímulo, presentándose la disminución más significativa en las dos primeras 
semanas de tratamiento, y posteriormente presentó un leve incremento en la 5 y 6 semana 
de tratamiento hasta alcanzar 0.21 mg/kg y finalmente disminuyó hasta 0.013 mg/kg, 
obteniéndose  99,56 % de remoción total. La concentración en el control por atenuación 
natural disminuyó en 11.62%, mientras que en el control por factores abióticos presentó un 
incremento de 13.4%. La acumulación de DDE en las primeras seis semanas de tratamiento 
se debe a la elevada humedad presente en el tratamiento, comportamiento similar al 
encontrado en la biodegradación de DDT en previas investigaciones [27]. 
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La concentración del metabolito DDD, en las 8 semanas de tratamiento por bioestímulo con 
adición de surfactante disminuyó  99.65%, y no se presentó acumulación del metabolito, 
siendo la disminución más significativa en las primeras tres semanas. Igual comportamiento 
se presentó en el tratamiento por bioestímulo, con una remoción total del metabolito de 
99.9%. En el control por atenuación natural, la concentración de DDD disminuyó en 
15.02% mientras que en el control de factores abióticos hubo una considerable acumulación 
del metabolito, presentándose un incremento de 72.3%. En el control abiótico hubo 
incremento de la concentración de DDD, lo cual indicaría que el DDT se transformó en 
DDD sin presencia de bacterias, para lo cual se requeriría que en el suelo hubiese un agente 
químico que declorara el DDT hasta DDD, como cinc metálico. Sin embargo, no se ha 
reportado a la fecha éste tipo de reacciones en suelos en presencia de cinc. La luz solar o 
ultravioleta es capaz de transformar el DDT en DD pero en las condiciones en las que se 
realizó el ensayo, con luz visible es muy poco probable que hubieses ocurrido esta reacción.   
El cambio en la concentración de los metabolitos DDE y DDD durante este tratamiento 
sugiere que la degradación ha seguido la ruta de decloración reductiva, donde DDE y DDD 
son los principales productos de transformación de DDT por ataque microbiano [64]. El 
hecho de que el DDD y DDE no se hayan acumulado estequiométricamente con la 
degradación de DDT indica que se dio una degradación posterior de estos compuestos en el 
suelo. 
Tween 80 fue escogido como surfactante para este estudio ya que en investigaciones 
previas presentó la habilidad de duplicar los niveles de remoción de DDT [96]. Para este 
estudio la adición de Tween 80 al inicio del tratamiento no presentó un efecto significativo 
en la disminución de la concentración de DDT en comparación con el tratamiento por 
bioestímulo, no es posible concluir al respecto de su habilidad para aumentar la 
biodisponibilidad del DDT en este suelo. Jordan y Cunningham citados por Baczynksi et al. 
[96] comprobaron que dosis de surfactante superiores a la concentración crítica de micela 
son inhibitorias para la biorremediación de suelo contaminado con compuestos 
hidrofóbicos, lo que indica que la dosis aplicada para este tratamiento si bien no generó un 
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efecto inhibitorio significativo, tampoco fue efectivo incrementando la biodegradación de 
DDT.  
La densidad y textura del suelo determina su capacidad de almacenamiento de agua, lo cual 
afecta el oxígeno disponible, potencial redox y actividad microbiana. Por ello la 
composición microbiana de especies en un suelo depende de la disponibilidad de agua. Se 
ha reportado que la actividad microbiana procede de manera óptima en la presencia de entre 
50 y 70% de la capacidad de campo [106]. De manera similar la biodisponibilidad de un 
contaminante que fue afectado por el tipo de textura del suelo determina la naturaleza de la 
población degradadora del contaminante [116]. Por esta razón la humedad de los 
tratamientos por bioestímulo y bioestímulo con adición de surfactante se mantuvo en 
valores cercanos al 20% para las 8 semanas de tratamiento, de manera tal que la ausencia 
de humedad no causó efectos inhibitorios en la actividad microbiana.   
Se ha demostrado la habilidad de las bacterias Gram-negativas y Gram-positivas de tener 
capacidad metabólica de atacar DDT, como Alcaligenes eutrophus, Hydrogenomonas sp., 
Pseudomonas putida. En este estudio se hizo el aislamiento de 41 colonias bacterianas 
morfológicamente diferentes, que mediante pruebas bioquímicas fueron clasificadas como 
Staphylococcus sp., Micrococcus sp., Bacillus sp. y Pseudomonas sp. que en previas 
investigaciones se han relacionado con procesos de degradación microbiana de DDT en 
suelo bajo condiciones aerobias [14]. A partir de colonias aisladas  en medio de cultivo 
Agar Plate Count, se realizó extracción de ADN de los cuales, los fragmentos obtenidos 
fueron amplificados mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Basado en 
análisis de secuencias de 16S ADNr, los aislados bacterianos fueron identificados como 
Bacillus thuringiensis, Flavobacterium sp., Cupriavidus sp., Thermomonas sp., Variovorax 
soli, Phenylobacterium sp., Lysobacter sp., Bosea sp., Salmonella enterica con valores de 
99% de identidad de las secuencias. En el tratamiento por bioestímulo con adición de 
surfactante predominaron las bacterias identificados como Bacillus turingiensis, 
Flavobacterium sp., Variovorax soli, Lysobacter sp. En el tratamiento por bioestímulo 
predominaron las bacterias identificados como Bacillus thuringiensis, Flavobacterium sp., 
Phenylobacterium sp. y Bosea sp. durante las ocho semanas de tratamiento aplicadas. En el 
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control por atenuación natural predominó la bacteria identificado como Bacillus 
thuringiensis. Algunos investigadores han demostrado la gran capacidad de Cupriavidus sp. 
en la degradación de herbicidas [117] y compuestos aromáticos como contaminantes del 
suelo [118]. Algunos investigadores han demostrado la habilidad de Bacillus thuringiensis 
de producir toxinas con potencial insecticida con la habilidad de degradar pesticidas como 
glifosato [119]. De igual manera se ha comprobado la habilidad de Phenylobacterium sp. 
para degradar pesticidas de la familia de los carbamatos en suelos agrícolas [120]. 
Los pesticidas pueden ser degradados por procesos bióticos y abióticos, por tanto es 
necesario evaluar la toxicidad de los productos de transformación y compuestos originales, 
ya que generalmente estos productos de transformación pueden ser más tóxicos que el 
compuesto original para peces, dáfnidos y algas, a causa de un modo de acción superior o 
una mayor acumulación del producto en relación con el compuesto original [121]. Para la 
evaluación de la toxicidad se utilizó un sensor microbiano productor de luminiscencia 
(Vibrio fischeri), ya que se ha demostrado la efectividad de las bacterias con la habilidad de 
producir bioluminiscencia para la evaluación de la toxicidad luego de la aplicación de 
protocolos de remediación como adición de nutrientes y surfactante [76]. La respuesta de la 
toxicidad microbiana mostró que la aplicación de los tratamientos redujo la toxicidad del 
suelo mediante la degradación de los contaminantes, siendo menos tóxico el suelo tratado 
con el protocolo de bioestímulo. A su vez, este suelo presentó una menor concentración de 
DDT luego de 8 semanas de tratamiento.    
La disminución de la luminiscencia ocasionada por Vibrio fischeri fue menor cuando se 
adicionó suspensiones de suelo luego de los tratamientos, en comparación cuando se 
adicionó suelo sin tratamiento y suelo luego de 8 semanas de atenuación natural. El 
incremento en CE50 para el tratamiento de bioestímulo con adición de surfactante fue de 
26.5%, mientras que para el suelo tratado por bioestímulo el incremento fue de 26.8%. Esto 
es evidencia de la reducción de la toxicidad del suelo sobre la bacteria utilizado como 
biosensor. 
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El análisis por microscopía electrónica de barrido permitió obtener microfotografías de 
partículas de suelo, antes de la aplicación de los protocolos de remediación revelan muy 
baja colonización en cavidades y otras regiones, luego de ocho semanas de tratamiento, la 
superficie de las partículas de suelo muestra un aumento en la colonización bacteriana, lo 
que evidencia la función del suelo como soporte natural para el desarrollo de colonias 
microbianas, gracias a su contenido de carbono y otros nutrientes. La colonización 
bacteriana en las cavidades del suelo sugiere que sean posibles condiciones anaerobias 
[122], lo que  puede explicar la biodegradación de DDT y sus metabolitos mediante 
reacciones de decloración reductiva en este sistema, debido a que no se observó 
acumulación en suelo de los mismos. Las microfotografías del suelo antes de la aplicación 
de los protocolos de remediación revelan muy baja colonización en cavidades y otras 
regiones de las partículas del suelo. Luego de ocho semanas de tratamiento, la superficie de 
las partículas de suelo muestra un aumento en la colonización bacteriana. De otra forma las 
partículas de suelo son un soporte natural, que permite el crecimiento bacteriano debido a 
su contenido de carbono y otros nutrientes. Se observa además mayor diversidad y cantidad 
de bacterias asociado a los tratamientos de remediación 
Los resultados del análisis de espectroscopia de energía dispersiva (EDS) permitieron 
verificar cambios en los espectros en el suelo antes y después de la aplicación de los 
protocolos de remediación. Inicialmente el suelo presentó dentro de su composición 
elemental, sodio, magnesio, aluminio, silicio, potasio, calcio, hierro y oxígeno en mayor 
proporción con un porcentaje en peso de 78.11%. La concentración inicial de sodio fue de 
0.93% y de magnesio 0.38%. En el suelo luego de ocho semanas de tratamiento por 
bioestímulo con adición de surfactante se presentó un aumento en la concentración de 
oxígeno a 90.38% en peso, y no se detectó sodio. Luego de ocho semanas de tratamiento 
por bioestímulo el suelo presentó 0.3% de sodio y magnesio no fue detectado. La 
concentración de oxígeno para este suelo fue menor con 82.26% en peso. La disminución 
en la concentración de sodio y magnesio debido a la aplicación de los tratamientos puede 
ser explicada debido a la adsorción bacteriana de estos elementos. En previas 
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investigaciones se ha verificado que la presencia de sodio puede incrementar la tasa de 
degradación de DDT por bacterias en suelo con amplio historial de contaminación [103]. 
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7. CONCLUSIONES 
 
Los principales cambios en la caracterización fisicoquímica del suelo antes y después de la 
aplicación de los protocolos de remediación fueron observados en las propiedades de pH, 
textura y nutrientes del suelo, además del contenido de agua del mismo dada la aplicación 
semanal de soluciones acuosas para controlar la humedad durante las ocho semanas de 
tratamiento. Baja diversidad microbiana del suelo fue comprobada mediante curva de 
rarefacción y determinación de Índice de Shannon.  
El tratamiento por bioestímulo permitió reducir la concentración de DDT en un 94.3% 
mientras que en el control por atenuación natural solo se obtuvo una remoción de 4.28%. 
Esto permite concluir que el tratamiento por bioestímulo es efectivo para mejorar la 
remoción de DDT.  Se determinó también que el efecto de la adición de surfactante fue 
inhibitorio, al comparar con la remoción obtenida el tratamiento por bioestímulo.  
La identificación bioquímica y molecular de las bacterias que predominaron durante la 
biorremediación permitió determinar mediante análisis de la secuencia 16S ADNr que en el 
tratamiento por bioestímulo predominaron las bacterias identificadas como Bacillus 
thuringiensis, Flavobacterium sp., Phenylobacterium sp. y Bosea sp. durante las ocho 
semanas de tratamiento aplicadas. Previamente se ha demostrado la habilidad de algunas de 
estas bacterias de degradar pesticidas, compuestos aromáticos, herbicidas y compuestos 
organoclorados. La identificación bacteriana basada en pruebas bioquímicas permitió hacer 
una visualización inicial de las bacterias presentes. De otra forma, para muestras 
ambientales se debe tener precaución en cuanto a aislados Gram variables, debido a los 
largos tiempos de cultivo a los que fueron sometidas las bacterias. Los análisis bioquímicos 
deben ser verificados por los métodos de identificación moleculares, por tanto un estudio 
más profundo en la identificación de aislados bacterianos debe ser realizado para evaluar la 
biodiversidad bacteriana en el suelo.  
CG-µECD permitió determinar con precisión la concentración de cantidades traza de 
compuestos halogenados como DDT y metabolitos. Se comprobó que la degradación de 
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DDT siguió la ruta de decloración reductiva a DDE y DDD. Factores abióticos como 
volatilización mostraron poca significancia en cuanto a la eliminación de DDT en el suelo. 
El DDT fue biotransformado en un alto porcentaje por la aplicación de tratamientos de 
bioestímulo y bioestímulo con adición de surfactante, siendo más efectivo el tratamiento 
por bioestímulo. De igual manera, los metabolitos presentes inicialmente en el suelo fueron 
degradados. Se encontró que el tratamiento por adición de nutrientes de nitrógeno y fósforo 
fue más efectivo en la reducción de DDT y metabolitos bajo condiciones aerobias. 
El conteo de bacterias heterótrofas fue monitoreado a lo largo de las ocho semanas de 
tratamiento, presentándose un aumento para la segunda semana en tratamientos por 
bioestímulo y bioestímulo con adición de surfactante, incremento que se mantuvo hasta la 
tercera semana para el tratamiento por bioestímulo. La colonización microbiana de las 
partículas de suelo se verificó también mediante microfotografías obtenidas en microscopio 
electrónico de barrido. La evaluación microbiológica del suelo fue necesaria para 
determinar el tipo de bacterias cultivables presentes en el suelo durante la realización de los 
tratamientos. El aislamiento e identificación bioquímico y molecular que se hizo para las 
bacterias involucradas en el proceso de remediación es importante para determinar el tipo 
de bacteria predominante, densidades poblacionales y posibles bacterias degradadoras del 
compuesto, lo que llevará a un mejor entendimiento de la dinámica del tratamiento, y por 
ende como mejorarlo.  
Se aplicaron pruebas de toxicidad como mecanismo de evaluación del proceso de 
biorremediación evaluando la pérdida de bioluminiscencia producida por el 
microorganismo Vibrio fischeri. Se observó una disminución de la toxicidad del suelo, 
explicado por un aumento en la relación concentración/efecto CE50 de suspensiones 
acuosas del suelo. La aplicación de las pruebas de toxicidad permitió evaluar que los 
productos de la biotransformación de DDT obtenidos en este estudio son menos tóxicos que 
los presentes en el suelo al inicio del tratamiento, además el efecto de los tratamientos en la 
reducción de la toxicidad del suelo.  La evaluación de la toxicidad del suelo luego de la 
remediación es muy importante para determinar la eliminación de residuos tóxicos del 
suelo, muchos de ellos productos de degradación formados durante la biorremediación. 
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ANEXOS 
 
Anexo 1. Análisis de varianza para determinar efecto de tratamientos en concentración de 
DDT, DDE y DDD 
 
     Sistema SAS 
 
                                        Procedimiento GLM 
 
                                  Información del nivel de clase 
 
                               Clase            Niveles    Valores 
 
                               TRATAMIENTOS           4    A B C S 
 
 
                                  Número de observaciones    36 
Procedimiento GLM 
 
Variable dependiente: X 
 
                                              Suma de     Cuadrado de 
       Fuente                      DF       cuadrados        la media    F-Valor    Pr > F 
 
       Modelo                       3     53155.24151     17718.41384      34.98    <.0001 
 
       Error                       32     16209.69445       506.55295 
 
       Total correcto              35     69364.93596 
 
 
                       R-cuadrado      Coef Var      Raiz MSE       X Media 
 
                         0.766313      33.86688      22.50673      66.45647 
 
 
                                                          Cuadrado de 
       Fuente                      DF       Tipo I SS        la media    F-Valor    Pr > F 
 
       TRATAMIENTOS                 3     53155.24151     17718.41384      34.98    <.0001 
 
 
                                                          Cuadrado de 
       Fuente                      DF     Tipo III SS        la media    F-Valor    Pr > F 
 
       TRATAMIENTOS                 3     53155.24151     17718.41384      34.98    <.0001 
 
 
                        Test de Levene para homogeneidad de la varianza X 
                      ANOVA de desviaciones absolutas de las medias de grupo 
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                                                      Cuadrado 
                                           Suma de       de la 
               Fuente              DF    cuadrados       media    F-Valor    Pr > F 
 
               TRATAMIENTOS         3       2287.9       762.6       3.62    0.0234 
               Error               32       6739.1       210.6 
Procedimiento GLM 
 
                       Nivel de               --------------X-------------- 
                       TRATAMIENTOS     N            Media          Dev std 
 
                       A                9        99.582358        5.0327314 
                       B                9        26.397098       32.8430300 
                       C                9       109.798168       10.3244457 
                       S                9        30.048264       28.5591426 
 
 
                   Test Brown y Forsythe para la homogeneidad de la varianza X 
                     ANOVA de desviaciones absolutas de las medianas de grupo 
 
                                                      Cuadrado 
                                           Suma de       de la 
               Fuente              DF    cuadrados       media    F-Valor    Pr > F 
 
               TRATAMIENTOS         3       1582.3       527.4       1.31    0.2868 
               Error               32      12842.8       401.3 
 
                                        Procedimiento GLM 
 
                       Nivel de               --------------X-------------- 
                       TRATAMIENTOS     N            Media          Dev std 
 
                       A                9        99.582358        5.0327314 
                       B                9        26.397098       32.8430300 
                       C                9       109.798168       10.3244457 
                       S                9        30.048264       28.559142 
 
Análisis de varianza para determinar efecto de tratamientos en concentración de DDE 
 
Procedimiento GLM 
 
                                  Información del nivel de clase 
 
                               Clase            Niveles    Valores 
 
                               TRATAMIENTOS           4    A B C S 
 
 
                                  Número de observaciones    36 
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Procedimiento GLM 
 
Variable dependiente: X 
 
                                              Suma de     Cuadrado de 
       Fuente                      DF       cuadrados        la media    F-Valor    Pr > F 
 
       Modelo                       3     78.27873935     26.09291312      48.18    <.0001 
 
       Error                       32     17.32912126      0.54153504 
 
       Total correcto              35     95.60786061 
 
 
                       R-cuadrado      Coef Var      Raiz MSE       X Media 
 
                         0.818748      39.19104      0.735891      1.877701 
 
 
                                                          Cuadrado de 
       Fuente                      DF       Tipo I SS        la media    F-Valor    Pr > F 
 
       TRATAMIENTOS                 3     78.27873935     26.09291312      48.18    <.0001 
 
 
                                                          Cuadrado de 
       Fuente                      DF     Tipo III SS        la media    F-Valor    Pr > F 
 
       TRATAMIENTOS                 3     78.27873935     26.09291312      48.18    <.0001 
 
 
Procedimiento GLM 
 
                        Test de Levene para homogeneidad de la varianza X 
                      ANOVA de desviaciones absolutas de las medias de grupo 
 
                                                      Cuadrado 
                                           Suma de       de la 
               Fuente              DF    cuadrados       media    F-Valor    Pr > F 
 
               TRATAMIENTOS         3       1.4467      0.4822       1.70    0.1875 
               Error               32       9.0985      0.2843 
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Procedimiento GLM 
 
                       Nivel de               --------------X-------------- 
                       TRATAMIENTOS     N            Media          Dev std 
 
                       A                9       2.84013421       0.20754986 
                       B                9       0.43685222       0.98011060 
                       C                9       3.78736904       0.40360471 
                       S                9       0.44644882       0.99977481 
 
Procedimiento GLM 
 
                   Test Brown y Forsythe para la homogeneidad de la varianza X 
                     ANOVA de desviaciones absolutas de las medianas de grupo 
 
                                                      Cuadrado 
                                           Suma de       de la 
               Fuente              DF    cuadrados       media    F-Valor    Pr > F 
 
               TRATAMIENTOS         3       0.6957      0.2319       0.49    0.6888 
               Error               32      15.0136      0.4692 
 
Procedimiento GLM 
 
                       Nivel de               --------------X-------------- 
                       TRATAMIENTOS     N            Media          Dev std 
 
                       A                9       2.84013421       0.20754986 
                       B                9       0.43685222       0.98011060 
                       C                9       3.78736904       0.40360471 
       S                9       0.44644882       0.99977481 
 
Análisis de varianza para determinar efecto de tratamientos en concentración de DDD 
                                     
Procedimiento GLM 
 
                                  Información del nivel de clase 
 
                               Clase            Niveles    Valores 
 
                               TRATAMIENTOS           4    A B C S 
 
 
                                  Número de observaciones    36 
 
 
Procedimiento GLM 
 
Variable dependiente: X 
 
                                              Suma de     Cuadrado de 
       Fuente                      DF       cuadrados        la media    F-Valor    Pr > F 
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       Modelo                       3     4747.451897     1582.483966      22.04    <.0001 
 
       Error                       32     2297.489266       71.796540 
 
       Total correcto              35     7044.941164 
 
 
                       R-cuadrado      Coef Var      Raiz MSE       X Media 
 
                         0.673881      49.69953      8.473284      17.04902 
 
 
                                                          Cuadrado de 
       Fuente                      DF       Tipo I SS        la media    F-Valor    Pr > F 
 
       TRATAMIENTOS                 3     4747.451897     1582.483966      22.04    <.0001 
 
 
                                                          Cuadrado de 
       Fuente                      DF     Tipo III SS        la media    F-Valor    Pr > F 
 
       TRATAMIENTOS                 3     4747.451897     1582.483966      22.04    <.0001 
 
Procedimiento GLM 
 
                        Test de Levene para homogeneidad de la varianza X 
                      ANOVA de desviaciones absolutas de las medias de grupo 
 
                                                      Cuadrado 
                                           Suma de       de la 
               Fuente              DF    cuadrados       media    F-Valor    Pr > F 
 
               TRATAMIENTOS         3        154.8     51.5849       1.68    0.1912 
               Error               32        983.3     30.7289 
 
Procedimiento GLM 
 
                       Nivel de               --------------X-------------- 
                       TRATAMIENTOS     N            Media          Dev std 
 
                       A                9       27.8112074       2.37537198 
                       B                9        5.2458586       9.91558851 
                       C                9       29.2274166       9.16595171 
                       S                9        5.9116050       9.96043171 
 
Procedimiento GLM 
 
                   Test Brown y Forsythe para la homogeneidad de la varianza X 
                     ANOVA de desviaciones absolutas de las medianas de grupo 
 
                                                      Cuadrado 
                                           Suma de       de la 
               Fuente              DF    cuadrados       media    F-Valor    Pr > F 
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               TRATAMIENTOS         3      87.9786     29.3262       0.46    0.7137 
               Error               32       2049.8     64.0574 
 
 
                       Nivel de               --------------X-------------- 
                       TRATAMIENTOS     N            Media          Dev std 
 
                       A                9       27.8112074       2.37537198 
                       B                9        5.2458586       9.91558851 
                       C                9       29.2274166       9.16595171 
                       S                9        5.9116050       9.96043171 
 
 
 
 
Anexo 2. Análisis de medidas repetidas 
 
Sistema SAS 
                                       Procedimiento Mixed 
 
                                        Model Information 
 
                      Conj. datos                  WORK.EJE1 
                      Variable dependiente         Y 
                      Estructura de covarianza      
                      Efecto de asunto             UE(TRATAMIENTOS) 
                      Método de estimación         REML 
                      Método de varianza           Parámetro 
                      del residual 
                      Método SE de                 Basado en el modelo 
                      efectos fijos 
                      Método de grados             Contención 
                      de libertad 
 
 
                                  Información de nivel de clase 
 
                     Class           Levels    Values 
 
                     TRATAMIENTOS         3    S B A 
                     UE                   2    1 2 
                     TIEMPO               8    1 2 3 4 5 6 7 8 
 
 
                                 Fit Statistics (Variance Components) 
 
                              Verosimilitud  -2 Res Log       180.0 
                              AIC (mejor más pequeño)         182.0 
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                              AICC (mejor más pequeño)        182.2 
                              BIC (mejor más pequeño)         181.8 
 
                                       Procedimiento Mixed 
 
                                  Type 3 Tests of Fixed Effects 
 
                                             Num     Den 
                     Effect                   DF      DF    F-Valor    Pr > F 
 
                     TRATAMIENTOS              2       3     696.84    <.0001 
                     TIEMPO                    7      21       9.10    <.0001 
                     TRATAMIENTOS*TIEMPO      14      21       2.46    0.0303 
 
 
                                             Least Squares Means 
 
                                                               Error 
   
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       S              3           2.48      0.0218 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       S              4           2.07      0.0514 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       S              5           3.04      0.0062 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       S              6          -1.93      0.0678 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       S              7           0.89      0.3812 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       S              8           0.96      0.3469 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       B              1          -1.86      0.0771 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       B              2           1.06      0.3013 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       B              3           2.71      0.0131 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       B              4           3.03      0.0064 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       B              5           2.67      0.0143 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       B              6           0.15      0.8835 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       B              7           3.62      0.0016 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       B              8           3.06      0.0060 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       A              1         -10.90      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       A              2         -10.44      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       A              3          -9.37      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       A              4         -11.56      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       A              5          -8.56      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       A              6         -10.33      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       A              7          -9.67      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             1       A              8          -9.43      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       S              3           2.44      0.0238 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       S              4           2.02      0.0559 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       S              5           3.00      0.0068 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       S              6          -1.97      0.0625                                           
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       S              7           0.85      0.4034 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       S              8           0.92      0.3678 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       B              1          -1.90      0.0711 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       B              2           1.02      0.3202 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       B              3           2.67      0.0143 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       B              4           2.99      0.0070 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       B              5           2.63      0.0157 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       B              6           0.11      0.9160 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       B              7           3.58      0.0018 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       B              8           3.01      0.0066 
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     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       A              1         -10.94      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       A              2         -10.48      <0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       A              3          -9.41      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       A              4         -11.60      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       A              5          -8.60      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       A              6         -10.37      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       A              7          -9.71      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             2       A              8          -9.47      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       S              4          -0.41      0.6837 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       S              5           0.57      0.5776 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       S              6          -4.40      0.0002 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       S              7          -1.58      0.1281 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       S              8          -1.52      0.1443 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       B              1          -4.34      0.0003 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       B              2          -1.42      0.1707 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       B              3           0.23      0.8181 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       B              4           0.55      0.5872 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       B              5           0.19      0.8496 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       B              6          -2.33      0.0299 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       B              7           1.14      0.2665 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       B              8           0.58      0.5694 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       A              1         -13.38      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       A              2         -12.91      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       A              3         -11.85      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       A              4         -14.04      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       A              5         -11.04      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       A              6         -12.81      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       A              7         -12.15      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             3       A              8         -11.91      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             4       S              5           0.98      0.3388 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             4       S              6          -3.99      0.0007 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             4       S              7          -1.17      0.2548 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             4       S              8          -1.10      0.2824 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             4       B              1          -3.92      0.0008 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             4       B              2          -1.01      0.3261 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             4       B              3           0.65      0.5253 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             4       B              4           0.96      0.3457 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             4       B              5           0.61      0.5516 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             4       B              6          -1.92      0.0689 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             4       B              7           1.55      0.1350 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             4       B              8           0.99      0.3329 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             4       A              1         -12.96      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             4       A              2         -12.50      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             4       A              3         -11.43      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             4       A              4         -13.62      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             4       A              5         -10.62      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             4       A              6         -12.40      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             4       A              7         -11.74      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             4       A              8         -11.50      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             5       S              6          -4.97      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             5       S              7          -2.15      0.0434 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             5       S              8          -2.08      0.0498 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             5       B              1          -4.90      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             5       B              2          -1.98      0.0604 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             5       B              3          -0.33      0.7426 
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     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             5       B              4          -0.01      0.9888 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             5       B              5          -0.37      0.7124 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             5       B              6          -2.90      0.0086 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             5       B              7           0.58      0.5709 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             5       B              8           0.01      0.9903 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             5       A              1         -13.94      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             5       A              2         -13.48      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             5       A              3         -12.41      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             5       A              4         -14.60      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             5       A              5         -11.60      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             5       A              6         -13.38      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             5       A              7         -12.72      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             5       A              8         -12.48      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             6       S              7           2.82      0.0103 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             6       S              8           2.89      0.0088 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             6       B              1           0.07      0.9477 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             6       B              2           2.99      0.0070 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             6       B              3           4.64      0.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             6       B              4           4.96      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             6       B              5           4.60      0.0002 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             6       B              6           2.07      0.0506 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             6       B              7           5.55      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             6       B              8           4.98      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             6       A              1          -8.97      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             6       A              2          -8.51      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             6       A              3          -7.44      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             6       A              4          -9.63      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             6       A              5          -6.63      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             6       A              6          -8.41      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             6       A              7          -7.75      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             6       A              8          -7.51      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             7       S              8           0.07      0.9467 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             7       B              1          -2.75      0.0119 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             7       B              2           0.17      0.8703 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             7       B              3           1.82      0.0835 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             7       B              4           2.14      0.0447 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             7       B              5           1.78      0.0902 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             7       B              6          -0.75      0.4639 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             7       B              7           2.73      0.0127 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             7       B              8           2.16      0.0423 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             7       A              1         -11.79      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             7       A              2         -11.33      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             7       A              3         -10.26      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             7       A              4         -12.45      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             7       A              5          -9.45      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             7       A              6         -11.23      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             7       A              7         -10.57      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             7       A              8         -10.33      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             8       B              1          -2.82      0.0102 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             8       B              2           0.10      0.9231 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             8       B              3           1.75      0.0948 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             8       B              4           2.07      0.0512 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             8       B              5           1.71      0.1023 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             8       B              6          -0.81      0.4249 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             8       B              7           2.66      0.0147 
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     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             8       B              8           2.09      0.0485 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             8       A              1         -11.86      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             8       A              2         -11.40      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             8       A              3         -10.33      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             8       A              4         -12.52      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             8       A              5          -9.52      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             8       A              6         -11.30      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             8       A              7         -10.63      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  S             8       A              8         -10.39      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             1       B              2           2.92      0.0082 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             1       B              3           4.57      0.0002 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             1       B              4           4.89      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             1       B              5           4.53      0.0002 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             1       B              6           2.01      0.0577 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             1       B              7           5.48      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             1       B              8           4.92      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             1       A              1          -9.04      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             1       A              2          -8.58      <.0001                                           
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             1       A              3          -7.51      .0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             1       A              4          -9.70      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             1       A              5          -6.70      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             1       A              6          -8.47      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             1       A              7          -7.81      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             1       A              8          -7.57      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             2       B              3           1.65      0.1135 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             2       B              4           1.97      0.0622 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             2       B              5           1.61      0.1222 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             2       B              6          -0.91      0.3724 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             2       B              7           2.56      0.0182 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             2       B              8           2.00      0.0590 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             2       A              1         -11.96      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             2       A              2         -11.50      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             2       A              3         -10.43      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             2       A              4         -12.62      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             2       A              5          -9.62      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             2       A              6         -11.39      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             2       A              7         -10.73      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             2       A              8         -10.49      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             3       B              4           0.32      0.7532 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             3       B              5          -0.04      0.9677 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             3       B              6          -2.56      0.0181 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             3       B              7           0.91      0.3739 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             3       B              8           0.35      0.7334 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             3       A              1         -13.61      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             3       A              2         -13.15      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             3       A              3         -12.08      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             3       A              4         -14.27      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             3       A              5         -11.27      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             3       A              6         -13.04      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             3       A              7         -12.38      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             3       A              8         -12.14      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             4       B              5          -0.36      0.7228 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             4       B              6          -2.88      0.0089 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             4       B              7           0.59      0.5615 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             4       B              8           0.03      0.9790 
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     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             4       A              1         -13.93      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             4       A              2         -13.47      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             4       A              3         -12.40      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             4       A              4         -14.59      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             4       A              5         -11.59      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             4       A              6         -13.36      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             4       A              7         -12.70      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             4       A              8         -12.46      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             5       B              6          -2.52      0.0198 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             5       B              7           0.95      0.3532 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             5       B              8           0.39      0.7033 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             5       A              1         -13.57      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             5       A              2         -13.11      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             5       A              3         -12.04      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             5       A              4         -14.23      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             5       A              5         -11.23      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             5       A              6         -13.00      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             5       A              7         -12.34      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             5       A              8         -12.10      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             6       B              7           3.47      0.0023 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             6       B              8           2.91      0.0084 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             6       A              1         -11.05      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             6       A              2         -10.58      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             6       A              3          -9.52      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             6       A              4         -11.71      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             6       A              5          -8.71      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             6       A              6         -10.48      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             6       A              7          -9.82      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             6       A              8          -9.58      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             7       B              8          -0.56      0.5791 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             7       A              1         -14.52      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             7       A              2         -14.06      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             7       A              3         -12.99      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             7       A              4         -15.18      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             7       A              5         -12.18      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             7       A              6         -13.95      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             7       A              7         -13.29      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             7       A              8         -13.05      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             8       A              1         -13.95      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             8       A              2         -13.49      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             8       A              3         -12.42      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             8       A              4         -14.61      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             8       A              5         -11.62      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             8       A              6         -13.39      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             8       A              7         -12.73      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  B             8       A              8         -12.49      <.0001 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  A             1       A              2           0.46      0.6496 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  A             1       A              3           1.53      0.1410 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  A             1       A              4          -0.66      0.5156 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  A             1       A              5           2.34      0.0294 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  A             1       A              6           0.56      0.5791 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  A             1       A              7           1.23      0.2338 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  A             1       A              8           1.47      0.1577 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  A             2       A              3           1.07      0.2973 
     TRATAMIENTOS*TIEMPO  A             2       A              4          -1.12      0.2744 
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      TRATAMIENTOS*TIEMPO  A            2       A              5           1.88      0.0745 
      TRATAMIENTOS*TIEMPO  A            2       A              6           0.10      0.9194 
      TRATAMIENTOS*TIEMPO  A            2       A              7           0.76      0.4529 
      TRATAMIENTOS*TIEMPO  A            2       A              8           1.00      0.3267 
      TRATAMIENTOS*TIEMPO  A            3       A              4          -2.19      0.0399 
      TRATAMIENTOS*TIEMPO  A            3       A              5           0.81      0.4281 
      TRATAMIENTOS*TIEMPO  A            3       A              6          -0.97      0.3449 
      TRATAMIENTOS*TIEMPO  A            3       A              7          -0.30      0.7642 
      TRATAMIENTOS*TIEMPO  A            3       A              8          -0.06      0.9492 
      TRATAMIENTOS*TIEMPO  A            4       A              5           3.00      0.0068 
      TRATAMIENTOS*TIEMPO  A            4       A              6           1.22      0.2342 
      TRATAMIENTOS*TIEMPO  A            4       A              7           1.89      0.0730 
      TRATAMIENTOS*TIEMPO  A            4       A              8           2.13      0.0455 
      TRATAMIENTOS*TIEMPO  A            5       A              6          -1.77      0.0905 
      TRATAMIENTOS*TIEMPO  A            5       A              7          -1.11      0.2787 
      TRATAMIENTOS*TIEMPO  A            5       A              8          -0.87      0.3928 
      TRATAMIENTOS*TIEMPO  A            6       A              7           0.66      0.5149 
      TRATAMIENTOS*TIEMPO  A            6       A              8           0.90      0.3774 
      TRATAMIENTOS*TIEMPO  A            7       A              8           0.24      0.8131 
                                           Sistema SAS            
 
                                       Procedimiento Mixed 
 
                                        Model Information 
 
                      Conj. datos                  WORK.EJE1 
                      Variable dependiente         Y 
                      Estructuras de covarianza    Variance Components, 
                                                   Unstructured 
                      Efecto de asunto             UE(TRATAMIENTOS) 
                      Método de estimación         REML 
                      Método de varianza           Nada 
                      del residual 
                      Método SE de                 Basado en el modelo 
                      efectos fijos 
                      Método de grados             Contención 
                      de libertad 
 
 
                                  Información de nivel de clase 
 
                     Class           Levels    Values 
 
                     TRATAMIENTOS         3    S B A 
                     UE                   2    1 2 
                     TIEMPO               8    1 2 3 4 5 6 7 8 
 
 
                                           Dimensions 
 
                               Parámetros de covarianza         37 
                               Columnas en X                    36 
                               Columnas en Z                     6 
                               Asuntos                           1 
                               Obs máx por asunto               48 
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                               Observaciones utilizadas         48 
                               Observaciones no utilizad         0 
                               Observaciones totales            48 
 
 
                                        Model Information 
 
                      Conj. datos                  WORK.EJE1 
                      Variable dependiente         Y 
                      Estructuras de covarianza    Variance Components, 
                                                   Autoregressive 
                      Efecto de asunto             UE(TRATAMIENTOS) 
                      Método de estimación         REML 
                      Método de varianza           Perfil 
                      del residual 
                      Método SE de                 Basado en el modelo 
                      efectos fijos 
                      Método de grados             Contención 
                      de libertad 
 
 
                                  Información de nivel de clase 
 
                     Class           Levels    Values 
 
                     TRATAMIENTOS         3    S B A 
                     UE                   2    1 2 
                     TIEMPO               8    1 2 3 4 5 6 7 8 
 
 
                                           Dimensions 
 
                               Parámetros de covarianza          3 
                               Columnas en X                    36 
                               Columnas en Z                     6 
                               Asuntos                           1 
                               Obs máx por asunto               48 
                               Observaciones utilizadas         48 
                               Observaciones no utilizad         0 
                               Observaciones totales            48 
 
 
                              Estimadores de parámetro de covarianza 
 
                        Cov Parm             Subject             Estimador 
 
                        UE(TRATAMIENTOS)                                 0 
                        AR(1)                UE(TRATAMIENTOS)      0.04488 
                        Residual                                   52.9632 
 
 
                                         Fit Statistics 
 
                              Verosimilitud  -2 Res Log       180.0 
                              AIC (mejor más pequeño)         184.0 
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                              AICC (mejor más pequeño)        184.5 
                              BIC (mejor más pequeño)         183.6 
 
 
                                  Type 3 Tests of Fixed Effects 
 
                                             Num     Den 
                     Effect                   DF      DF    F-Valor    Pr > F 
 
                     TRATAMIENTOS              2       3     644.44    0.0001 
                     TIEMPO                    7      21       9.27    <.0001 
                     TRATAMIENTOS*TIEMPO      14      21       2.45    0.0311 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 3. Secuencia FASTA realizada a los diferentes aislados obtenidos durante el proceso 
de biorremediación 
 
Bacillus thuringiensis  
CCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGC
CCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCT
TCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATT
AGCTCCACCTCGCGGTCTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGT
AGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGT
TTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCA
AGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACG
ACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGG
GTTTTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAA
CCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTT
135 
 
GCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGG
GCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGT
ATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCA
GAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTA
CACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTG 
 
Flavobacterium sp. 
TGGCTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCATCATGG
CTGATATGCGATTACTAGCGAATCCAGCTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCG
ATCCGAACTGAGAACGGCTTTGAAGATTCGCTCCTGCTTGCGCAGTGGCTGCTC
TCTGTACCGCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGACGTAAGGGCCGTGATG
ATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCACGGTTTGCACCGGCAGTCTTGTTAGAGTT
CCCGGCATGACCCGCTGGCAACTAACAATAGGGGTTGCGCTCGTTATAGGACT
TAACCTGACACCTCACGGCACGAGCTGACGACAACCATGCAGCACCTTGAAAG
ACGTCCGAAGAAAATCTGGTTTCCCAAACTGTCGTCTCCCATTTAAGCCCTGGT
AAGGTTCCTCGCGTATCATCGAATTAAACCACATGCTCCTCCGCTTGTGCGGGC
CCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCACACTTGCGTGCGTACTCCCCAGGTGGGATA
CTTATCACTTTCGCTTA 
 
 
Cupriavidus sp. 
TAACTACTTCTGGCAAAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAG
ACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCA
GCTTCACGTAGTCGAGTTGCAGACTACGATCCGGACTACGATGCGTTTTCTGGG
ATTAGCTCCCCCTCGCGGGTTGGCAACCCTCTGTACGCACCATTGTATGACGTG
TGAAGCCCTACCCATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCC
GGTTTGTCACCGGCAGTCTCTCTAGAGTGCTCTTGCGTAGCAACTAGAGACAAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGAC
AGCCATGCAGCACCTGTGTCCACTTTCCCTTTCGGGCACCTAAGGCATCTCTGC
TTCGTTAGTGGCATGTCAAGGGTAGGTAAGGTTTTTCGCGTTGCATCGAATTAA
TCCACATCATCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCT
TGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTCACGCGTTAGCTACGTTACTGAAGA
AATGAATCCCCAACAACTAGTTGACATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTA
TCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCATGAGCGTCAGTGACGTCCCAG
GGGGCTGCCTTCGCCATCGGTATTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACTGCTAC
ACGTGG 
 
Thermomonas sp. 
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ACCTGCTTCTGGTGCAACAAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGG
CCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGA
CTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTGGGATGGGGTTTCTGGG
ATTGGCTCCACCTCGCGGTATCGCAGCCCTCTGTCCCCACCATTGTAGTACGTG
TGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCC
GGCTTGTCGCCGGCGGTCTCCTTAGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACTAA
GGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGC
TGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCACGGTTCCCGAAGGCACCAATCCATC
TCTGGAAAGTTCCGTGCATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGA
ATTAAACCACATACTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT
CAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGCGAACTTAACGCGTTAGCTTCGATAC
TGCGTGCCAAATTGCACCCAACATCCAGTTCGCATCGTTTAGGGCGTGGACTAC
CAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGTGTCAGTGTTG 
 
Variovorax sp. 
TAACTACTTCTGGCAGAACCCGCTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAG
ACCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGA
CTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGACTGGTTTTATGGGA
TTAGCTCCCCCTCGCGGGTTGGCAACCCTTTGTACCAGCCATTGTATGACGTGT
GTAGCCCCACCTATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCG
GTTTGTCACCGGCAGTCTCATTAGAGTGCCCAACTAAATGTAGCAACTAATGAC
AAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAC
GACAGCCATGCAGCACCTGTGTTACGGTTCTCTTTCGAGCACTAAGCCATCTCT
GGCAAATTCCGTACATGTCAAAGGTGGGTAAGGTTTTTCGCGTTGCATCGAATT
AAACCACATCATCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAA
CCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTCACGCGTTAGCTTCGTTACTGA
GGAAGTGAATCCCCAACAACCAGTTGACATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGG
GTATCTAATCCTGTTTGCTCC 
 
Phenylobacterium sp. 
TCGCCTTCGGGTAAAACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGC
CCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACT
TCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGACGACTTTTAGGGATT
AGCTCACCTTCGCAGGGTTGCAACCCTCTGTAGTCGCCATTGTAGCACGTGTGT
AGCCCACCCCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGC
TTACCACCGGCGGTCCCATTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAATGGC
GAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAC
GACAGCCATGCAGCACCTGTGTCCCTGTCCCCGAAGGGAAAACCGGATCTCTC
CGGCGGTCAGGGCATGTCAAAAGGTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATT
AAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAA
137 
 
TCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGTCACCGA
CATGCATGCATGCCGACAACTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGG
GTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTATCGGGC
CAGTGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCGCCGAATATCTACGAATTTCACCTC
TACACTCGG 
 
Lysobacter sp. 
GCTACCTGCTTCTGGTGCAACAAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAA
GGCCCGGGACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCG
ACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTGAGATAGGGTTTCTGG
GATTGGCTTGCCCTCGCGGGTTTGCAGCCCTCTGTCCCTACCATTGTAGTACGT
GTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTC
CGGTTTGTCACCGGCGGTCTCCTTAGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACTA
AGGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAG
CTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCACGGTTCCCGAAGGCACCAATCCAT
CTCTGGAAAGTTCCGTGCATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCG
AATTAAACCACATACTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTT
TCAGTCTTGCGACCGTACTTCCCAGGCGGCGAACTTAACGCGTTAGCTTCGATA
CTGAGGGCCAAGTTGCCCCCAACATCCAGTTCGCATCGTTTAGGGCGTGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGTGTCAGTGCT
GGTCC 
 
 
 
Bosea sp. 
ACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGT
GGCATGCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCACCTTCATGTACTCGAGTTGCAG
AGTACAATCTGAACTGAGACGGCTTTTTGGGATTAGCTCCAGGTCACCCCTTCG
CTGCCCATTGTCACCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGCCTGTAAGGGCCA
TGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCGCGGCTTATCACCGGCAGTCCCCC
TAGAGTTCCCAACTGAATGATGGCAACTAGGGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCG
GGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTG
TGTTCCGGCCAGCCGAACTGAAGAAAGGCATCTCTGCCGATCAAACCGGACAT
GTCAAAAGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCAC
CGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCC
CCAGGCGGAATGCTTAAAGCGTTAGCTGCGCCACTGAAGAGCAAGCTCCCCAA
CGGCTGGCATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTG
CTCCCCACGCTTTCGCGCCTCA 
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Salmonella enterica 
CTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTG
GCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGA
CTCCAATCCGGACTACGACGCACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCG
CTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCA
TGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTT
GAGTTCCCGACCTAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGG
GACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGT
CTCACAGTTCCCGAAGGCACAAATCCATCTCTGGATTCTTCTGTGGATGTCAAG
ACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTG
TGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGG
CGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCC
AAGTAGACATCGTTTAC 
 
 
 
 
 
Anexo 4. Fotos sitio de muestreo. Municipio de Honda, Tolima 
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Anexo 5. Microfotografías y espectros obtenidos mediante espectroscopia de energía dispersiva (EDS) 
Suelo antes de aplicación de protocolos de remediación 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Spectrum processing :  
Peaks possibly omitted : 2.138, 9.699 keV 
 
Processing option : Oxygen by difference 
Number of iterations = 3 
 
Standard : 
Na    Albite   1-Jun-1999 12:00 AM 
Mg    MgO   1-Jun-1999 12:00 AM 
Al    Al2O3   1-Jun-1999 12:00 AM 
Si    SiO2   1-Jun-1999 12:00 AM 
K    MAD-10 Feldspar   1-Jun-1999 12:00 AM 
Ca    Wollastonite   1-Jun-1999 12:00 AM 
Fe    Fe   1-Jun-1999 12:00 AM 
 
Element Weight% Atomic%  
         
Na K 0.93 0.72  
Mg K 0.38 0.28  
Al K 4.21 2.77  
Si K 12.71 8.04  
K K 0.86 0.39  
Ca K 1.19 0.53  
Fe K 1.62 0.51  
O 78.11 86.76  
Total 100.00   
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Suelo después de ocho semanas de tratamiento mediante bioestímulo con adición de surfactante 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Spectrum processing :  
Peak possibly omitted : 2.149 keV 
 
Processing option : Oxygen by difference 
Number of iterations = 2 
 
Standard : 
Mg    MgO   1-Jun-1999 12:00 AM 
Al    Al2O3   1-Jun-1999 12:00 AM 
Si    SiO2   1-Jun-1999 12:00 AM 
K    MAD-10 Feldspar   1-Jun-1999 12:00 AM 
Ca    Wollastonite   1-Jun-1999 12:00 AM 
Fe    Fe   1-Jun-1999 12:00 AM 
 
Element Weight% Atomic%  
         
Mg K 0.22 0.15  
Al K 1.95 1.22  
Si K 4.34 2.59  
K K 0.46 0.20  
Ca K 1.22 0.51  
Fe K 1.43 0.43  
O 90.38 94.90  
Total 100.00   
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Suelo después de ocho semanas de tratamiento mediante bioestímulo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
01/08/2012 10:51:10 a.m. 
Spectrum processing :  
Peaks possibly omitted : 2.145, 4.475, 9.701 keV 
 
Processing option : Oxygen by difference 
Number of iterations = 2 
 
Standard : 
Na    Albite   1-Jun-1999 12:00 AM 
Al    Al2O3   1-Jun-1999 12:00 AM 
Si    SiO2   1-Jun-1999 12:00 AM 
K    MAD-10 Feldspar   1-Jun-1999 12:00 AM 
Ca    Wollastonite   1-Jun-1999 12:00 AM 
Fe    Fe   1-Jun-1999 12:00 AM 
 
Element Weight% Atomic%  
         
Na K 0.30 0.23  
Al K 4.38 2.83  
Si K 9.63 5.97  
K K 0.57 0.25  
Ca K 1.68 0.73  
Fe K 1.18 0.37  
O 82.26 89.61  
Total 100.00   
 
 
Anexo 6. Geles de agarosa con fragmentos amplificados mediante reacción en cadena de 
polimerasa (PCR) de colonias aisladas descritas en la tabla 9.  
Imagen de marcador de peso tomada de [123] 
 
 
 
M: Marcador de peso 
(-): Control negativo 
(+): Control positivo 
 
 
 
 
 
